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obdelavo (z borom dopirano diamantno elektrodo), ki so se odražale tudi v 
prehodnem povečanje fluorescence PC in manj izrazito povečanju fluorescence CHL. 
Signal CHL doseže vrh 6 ur, signal PC pa 10 ur, po izzvani poškodbi. Spremeni se 
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pigments. When biomass is known, measurements of phycocyanin (PC) and 
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and then samples from the Koseze Pond, the Hotinja vas Pond and Lake Bled. It 
was discovered that the relationship between the PC- and CHL fluorescence, and 
standard methods of phytoplankton quantification (determining the biovolume and 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
A Absorpcija 
Avg Avgust 
BDD Z borom dopirana diamantna elektroda (ang. Boron doped diamond 
electrode) 
BioV. Biovolumen 
CHL Klorofil a 
CSEM Švicarski inštitut za elektroniko in mikrotehnologijo (fr. Centre 
Suisse d'Electronique et de Microtechnique) 
D Dolžina optične poti  
DNK Deoksiribonukleinska kislina 
e- Elektron 
Ee Pigment v vzbujenem stanju 
En Enačba 
Enp Prirejena enačba 
Eq Pigment v osnovnem stanju 
ES Evropska skupnost 
EU Evropska unija 
FS I Fotosistem I 
FS II Fotosistem II 
H Ura 
H+ Vodikov proton 
ISI publikacija Znanstveni članek, ki je indeksiran v bazi ISI (ang. Institute for 
Scientific Information Publication) 
Jul Julij 
Jun Junij 
Kont. Kontrola 
LED Svetlobna dioda (ang. Light emitting diode) 
LHC Sistem zbiranja svetlobe (ang. Light harvesting complex) 
M Elektroda 
M(•OH) Fizisorbiran hidroksilni radikal 
Min Minuta 
MO Superoksid 
NPQ Ne-fotokemično dušenje (ang. Non-photochemical quenching) 
OH° Hidroksilni radikal 
PC Fikocianin 
pH Merilo za koncentracijo oksonijevih ionov 
QA Plastokinon 
QB Prejemnik elektrona iz QA  
R Organska molekula 
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r. e. Relativne enote 
ROS Reaktivne kisikove zvrsti (ang. Reactive oxygen species) 
S Sekunda 
Sep September 
UV Ultravijolična svetlobao valovanje 
V Napetost (volt) 
Ve Volumen ekstrakta, volumen vzorca  
Vs Volumen filtrata, volumen vzorca  
WHO Svetovna zdravstvena organizacija (ang. World Health 
Organisation) 
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1 UVOD 
 
Fitoplankton sestavljajo fotoavtotrofi različnih taksonomskih skupin. Večinoma so to 
alge, med fitoplankton pa običajno prištevamo tudi tisti del bakterioplanktona, ki je 
sposoben opravljati fotosintezo. Sem spadajo tudi cianobakterije, saj so sposobne 
sinteze lastne hrane iz neorganskih spojin z uporabo svetlobe kot vira energije. 
Fitoplanktonski organizmi so ključnega pomena zaradi ustvarjanja oziroma vzdrževanja 
kisikove atmosfere, temperature, primarne produkcije in vpliva na kakovost oziroma 
uporabnost vodnih virov.  
 
Posledica evtrofikacije je prekomerna razrast fitoplanktona, kar imenujemo cvetenje, do 
katerega prihaja v oceanih, brakičnih vodah in celinskih ekosistemih. Cvet lahko tvorijo 
različni rodovi alg, diatomej, dinoflagelatov, največkrat pa v celinskih vodnih telesih 
govorimo o cvetenju cianobakterij, ki so zaradi svoje specifične fiziologije mnogokrat 
bolj konkurenčne od ostalih. Višje koncentracije organizmov v vodi same po sebi niso 
problematične, saj čistijo vodo in predstavljajo bogat vir hrane. Zaradi negativnih 
okoljskih in zdravstvenih vidikov pa je problematično množično pojavljanje 
cianobakterij. Velika biomasa cianobakterij preprečuje prodiranje svetlobe v globino, 
vpliva na biodiverziteto in fizikalno-kemične lastnosti vodnega okolja. Ker so sposobne 
proizvajati toksine in druge biološko aktivne snovi, ki se ob razpadu cveta sprostijo v 
vodo, ogrožajo vse višje organizme, ki prihajajo v stik s tako vodo. Razpad cveta in 
bakterijska razgradnja lahko vodita v anoksijo, ki je vzrok za obsežne pogine rib in 
ostalih organizmov v vodi. Poleg tega imajo lahko iz celic sproščeni cianotoksini 
hepatotoksične, nevrotoksične, dermatotoksične in genotoksične učinke.  
 
Število škodljivih cvetenj se na globalni ravni močno povečuje (Paerl in sod., 2011). V 
Sloveniji je najbolj ogrožen severovzhodni del, kjer so cvetenja masovna in vsakoletna. 
Gre za agrarno intenzivna območja z močno evtrofnimi vodami. V zadnjih  letih so 
cianotoksine zasledili v vodnih telesih v Hotinji vasi, Podgradu, Borecih, Križevcih, 
Savcih, Ledavskem jezeru, občasno pa tudi v Blejskem jezeru in Koseškem bajerju. 
 
Tveganje za zdravje zaradi cianobakterijskih cvetov je jasno navedeno v direktivi EU, 
ki se nanaša na upravljanje kvalitete kopalnih voda (Directive …, 2006). Ta narekuje 
izvajanje nadzora (monitoringa), kar omogoča pravočasno določitev nevarnosti za 
zdravje ljudi in ustrezno ukrepanje. Vendar so iz državnega monitoringa izvzeta vsa 
manjša vodna telesa, ki lahko predstavljajo pomemben element nekega lokalnega 
okolja. Za meritve cianotoksinov v Sloveniji še nimamo predpisov in zakonov, ki bi 
urejali to področje. S stališča zakonodaje je torej poskrbljeno za smernice za pitne in 
rekreacijske vode, v okviru Vodne direktive, ki opredeljuje kakovost voda, pa ni 
natančnih predpisov in ukrepov, ki bi se podrobneje dotikali strupenih cianobakterij.  
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Tradicionalne metode za spremljanje fitoplanktonske populacije so standardizirane in so 
del nacionalne zakonodaje. Obsegajo meritve koncentracije klorofila a (CHL), 
določevanje celokupnega biovolumna fitoplanktona in vrstne sestave. Obstoječe metode 
izvajanja monitoringa imajo omejene možnosti celovitega prostorskega in časovnega 
spremljanja vodnega telesa in ne omogočajo zgodnjega opozarjanja v primeru porasta 
cianobakterijske združbe. 
 
Razvoj metod za zanesljivo nadzorovanje strupenega cvetenja cianobakterij v realnem 
času je zato pomembno za varno upravljanje z vodnimi telesi. Novejši pristopi zaznave 
alg in cianobakterij izkoriščajo spektralne lastnosti teh organizmov. Cianobakterije 
imajo poleg CHL tudi pomožna fotosintezna barvila, kot so fikocianin (PC), 
alofikocianin in fikoeritrin. Z njihovo pomočjo lahko razpoložljivo svetlobo izkoristijo 
učinkovitejše kot ostali fitoplanktonski organizmi (Raps in sod., 1983). Pomožni 
fotopigmenti fluorescirajo pri drugačni valovni dolžini kot CHL, zato lahko s pomočjo 
fluorescence PC ugotovimo prisotnost cianobakterij in jih ločimo od ostalega 
fitoplanktona. Senzorji, ki omogočajo meritve fluorescence fotosinteznih pigmentov in 
situ, omogočajo prostorsko in časovno spremljanje cvetenja cianobakterij v naravnem 
okolju ter njihovo zgodnje odkrivanje v vodnih zajetjih, zato predstavljajo učinkovito 
dopolnilno orodje tradicionalnemu monitoringu. Ker je jakost fluorescence odvisna od 
fiziološkega stanja, nam meritve poleg količinskega ovrednotenja omogočajo tudi 
vpogled v fiziološko stanje cianobakterij (Ding in sod, 2013). 
 
1.1 RAZISKOVALNE HIPOTEZE IN CILJI 
 
Postavljeni cilji so se nanašali na možnost hitre zaznave fitoplanktona v realnem času. S 
sočasno uporabo fikocianinskega in klorofilnega senzorja smo želeli kvantificirati 
cianobakterije in jih ločiti od ostalega fitoplanktona, testirati elektrokemično 
učinkovanje na cianobakterije, oceniti potencial izbrane metode za nadzor in ugotoviti, 
ali lahko s senzorji fluorescence spremljamo fiziologijo cianobakterij. Cilj je bil tudi 
uporaba senzorjev fluorescence za spremljanje povzročenega stresa oziroma lize celic. 
 
Postavili smo tri raziskovalne hipoteze: 
 S pomočjo fikocianinskega in klorofilnega senzorja fluorescence lahko 
kvantitativno določimo prisotnost vseh fotobiontov in njihov delež v vodnem 
telesu.  
 Na podlagi biomase in avtofluorescence fotobiontov lahko ugotovimo njihovo 
fiziološko stanje.  
 Z uporabo fluorescenčnih senzorjev, pritrjenih na avtonomno ploščad, lahko 
dobimo natančno sliko o prisotnosti in gibanju cianobakterij v vodnem telesu.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 SPLOŠNO O CIANOBAKTERIJAH 
 
Cianobakterije so mikroorganizmi z globalno distribucijo. Predvideva se, da izvor 
cianobakterij sega v predkambrij, najstarejši fosili so stari 3,5 milijarde let (Schopf, 
1993). S svojim množičnim pojavljanjem so oblikovale oksično atmosfero našega 
planeta in s tem omogočile razvoj življenja, kakršnega poznamo danes (Schopf, 1993; 
Catling in Claire, 2005). Cianobakterije so prokariontski organizmi, ki izvajajo 
oksigeno fotosintezo in vsebujejo tako fotosintetska barvila, tipična za evkariontske 
alge, klorofil a, kot tudi specifična barvila (fikocianin, fikoeritrin, alofikocianin), ki 
pomenijo edinstvene ekološke značilnosti. Združevanje lastnosti prokariontskih bakterij 
in evkariontskih organizmov z zmožnostjo opravljanja fotosinteze daje cianobakterijam 
mnoge prednosti. Razmnožujejo se s cepitvijo oz. delitvijo, za rast in razvoj izkoriščajo 
svetlobo, za hrano lahko uporabljajo vse od zelo preprostih soli do zapletenih organskih 
molekul.  
 
Cianobakterije so naravni prebivalci raznolikih okolij. Običajno so navzoče v vseh 
vodah, najdemo jih tudi v najbolj ekstremnih okoljih, kot so puščave in vulkanski vrelci. 
Različne strategije omogočajo nekaterim predstavnikom, da preživijo in rastejo v 
skrajnih okoljih z visoko slanostjo, ekstremno nizkimi temperaturami ali visokim 
sončnim sevanjem. V vodnih okoljih se pojavljajo v različnih habitatih in oblikah: v 
razpršeni obliki (planktonske), v obliki agregatov na površini vode (metafitske), 
pritrjene na druge alge, cianobakterije ali makrofite (epifitske), pritrjene na substrat 
(bentoške).  
 
Cianobakterije so glede števila vrst relativno majhna skupina: odvisno od 
taksonomskega sistema se število vrst giblje med nekaj sto in nekaj tisoč. Med 
sorodnimi taksoni ni preprostih morfoloških razlik, taksonomija pa je zapletena tudi 
zaradi majhnosti celic (številni organizmi v premeru merijo le okoli 1 µm). 
 
Najstarejše taksonomske delitve so cianobakterije uvrščale v skupino zelenih alg. 
Razlog sta bila klorofil a in oksigena fotosinteza. Kasneje so jih zaradi prokariontske 
zgradbe dokončno uvrstili med bakterije. Na podlagi klasifikacije, ki temelji na 
mednarodnem pravilniku za botanično nomenklaturo (International Code of Botanical 
Nomenclature), razred Cyanophyceae vsebuje približno 150 rodov, v katerih je 2000 
vrst (Van der Hoek in sod., 1995).  
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Morfološko so planktonske cianobakterije razdeljene v štiri večje skupine (Reynolds, 
1997). 
 Enocelični pikoplankton (0,2–3 µm). 
 Kolonijske kokoidne ali paličaste cianobakterije (2–10 µm) z značilnima 
rodovoma, ki povzročata cvetenje, Microcystis in Gomphosphaeria.  
 Filamentozne cianobakterije, posamični filamenti, ki ne tvorijo večjih agregatov.  
 Filamentozne cianobakterije, katerih filamenti se združujejo v večje agregate. 
Večina teh predstavnikov je zmožna biološke vezave atmosferskega dušika. 
Celice v filamentu so morfološko in fiziološko diferencirane v heterociste in 
akinete. 
 
2.1.1 Cianobakterijska celica 
 
Na sredini cianobakterijske protoplazme so krožne fibrile DNA, ki niso povezane s 
histoni. Molekulska masa DNA se pri enoceličnih cianobakterijah giblje med 1,6·109 do 
8,6·109 Da, kar je podobno kot pri bakterijah. Obrobni del protoplazme zasedajo 
tilakoide in z njimi povezane strukture – fikobilisomi. 70S ribosomi so razpršeni po 
celotni celici, največja gostota pa je okoli nukleoplazme (Allen, 1984). 
 
 
Slika 1: Shema cianobakterijske celice. Označene so strukture: cianoficinsko telo (C), karboksisom (Car), 
DNA (D), plinska vakuola (G), polifosfatno telo (PB), poliglukanske granule (PG), ribosom (R), 
fikobilisom (Py), stena (W), ovoj (S), plazmalema (P) (Lee in sod., 2008: 39). 
Figure 1: Drawing of the fine-structural features of a cyanobacterial cell. (C) cyanophycin body 
(structured granule), (Car) carboxysome (polyhedron body), (D) DNA fibrils, (G) gas vesicles, (P) 
plasmalema, (PB) polyphosphate body, (PG) polyglucan granules, (Py) phycobilisomes, (R) ribosomes, 
(S) sheath, (W) wall (Lee et al., 2008: 39). 
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2.1.1.1 Cianoficin 
 
Cianoficin je neribosomalno sintetiziran proteinu podoben polimer. V citoplazmi se 
pojavlja v obliki granul, ki niso obdane z membrano (Aboulmagd in sod., 2000). 
Sestavljen je iz ekvimolarnih deležev arginina in asparaginske kisline. Deluje kot 
začasna rezerva dušika pri cianobakterijah, ki fiksirajo dušik. Pri tistih, ki niso sposobne 
fiksacije, se dušik shranjuje v fikobilisomih (Li in sod., 2001). 
 
2.1.1.2 Karboksisom 
 
Karboksisomi so podobni tistim pri bakterijah in vsebujejo encim za fiksacijo 
ogljikovega dioksida v ribolozo 1,5-bifosfat karboksilazo/oksigenazo (Rubisco). 
Karboksisomi vsebujejo tudi encim, ki pretvori HCO3
- v ogljikov dioksid, ki je edina 
oblika ogljika, ki ga lahko fiksira Rubisco. V heterocistah ni karboksisomov 
(Winkenbach in Wolk, 1973). 
2.1.1.3 Polifosfatno telo 
 
Polifosfatna telesa so sferične oblike in delujejo podobno kot lipidna telesca pri 
evkariontih. Vsebujejo shranjen fosfat. Mlade celice ali celice, ki so rasle v mediju z 
malo fosfata, nimajo polifosfatnih teles (Tischer, 1957). 
 
2.1.1.4 Poliglukanske granule 
 
Poliglukanske granule se pri celicah, ki aktivno fotosintetizirajo, nahajajo v prostoru 
med tilakoidami. Granule vsebujejo ogljikove hidrate iz 14 do 16 glukoznih molekul 
podobno kot pri amilopektinu (Hough in sod., 1952). 
 
2.1.1.5 Plinske vakuole 
 
Plinska vakuola je sestavljena iz plinskih veziklov ali votlih cilindrov. Je brez prave 
proteinsko-lipidne membrane. Sestavljena je izključno iz proteinskih reber ali spiral, ki 
so organizirane podobno kot obroči na sodu. Membrana plinske vakuole je dokaj 
rigidna, notranji tlak plina je okoli 100 kPa. Membrana je prepustna za pline, s čimer je 
omogočeno izenačevanje tlaka z okoliškim, je pa neprepustna za vodo. Cianobakterije, 
ki imajo plinske vakuole, lahko razdelimo na dve fiziološko-ekološki skupini. V prvi so 
cianobakterije, ki imajo vakuole le v določenem stadiju razvoja ali samo v določenih 
tipih celic. Določene vrste iz rodu Tolypothrix in Calothrix imajo plinske vakuole le v 
hormogonijih, ki zaradi tega ob sprostitvi priplavajo na površino in se tako lažje širijo. 
Druga skupina cianobakterij, kamor sodijo vrste iz rodov Anabaena, Microcystis, 
Gleotrichia, Aphanizomenon, Oscillatoria, Trichodesmium in Phormidium, ima plinske 
vakuole za doseganje pozitivne plovnosti. Zato se te vrste znane po površinskem 
cvetenju. S povečevanjem plovnosti (plinske vakuole, kolonije) ali z zmanjševanjem 
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plovnosti cianobakterije uravnavajo svoj položaj v vodnem stolpcu. Izguba plovnosti pri 
teh vrstah gre na račun povečanja turgorja (pri vrsti Anabaena flos-aquae), povečanja 
celične mase (Oscillatoria agardhii) ali ovoja iz organskega materiala in železovih soli, 
ki se tvori v nekaterih jezerih in obda celotno kolonijo (M. aeruginosa) (Oliver in sod., 
1985). Velika kolonija, opremljena s sluzjo in plinskimi vključki, se lahko zaradi 
uravnavanja vzgona pomika po vodnem stolpcu s hitrostjo 3,3 mm/s. Pri vrstah, ki so 
sposobne fiksacije dušika, obstaja neposredna povezava med plovnostjo in jakostjo 
svetlobe. Pri vrsti Anabaena flos-aquae se plovnost poveča v pogojih nizke jakosti 
svetlobe, odsotnosti NH4
+ in nizke koncentracije CO2. Take razmere so v evtrofnih 
jezerih pogoste poleti. Anabaena flos-aquae se zaradi povečanega vzgona dvigne po 
vodnem stolpcu tik pod površino, kjer je več svetlobe. S pomočjo plinskih vakuol so 
cianobakterije sposobne uravnavati svoj položaj v vodnem stolpcu in tako kar najbolj 
izkoriščajo navpične fizikalne (svetloba) in kemične (hranila) dejavnike (Shively, 
1974). 
 
Regulacija plovnosti jim omogoča, da ostanejo v fotični coni, kjer vršijo fotosintezo, ali 
vsaj občasno pridobijo dostop do nje (Reynolds in sod., 1987). Vrste in rodovi, ki 
tvorijo cianobakterijski cvet, niso odvisni od turbulence vode, tako kot so stratifikacijski 
filamenti, npr. Planktotrix rubescens, Limnotrix redekii, saj se v vodnem stolpcu 
razporedijo na podlagi njihovih svetlobnih preferenc. Blizu vodne površine je 
fotosinteza zelo intenzivna, cianobakterijske celice sintetizirajo ogljikohidrate, ki 
delujejo kot balast, zato se celice potopijo v nižje plasti vode. Ko v globljih plasteh z 
manj svetlobe rezerve izpraznijo, postanejo lažje in potujejo spet k površju (Sedmak, 
2011).  
 
Kolonije oziroma celice lahko obdaja zunajcelični mukus, ki ščiti in stabilizira celice. V 
večini primerov je njegova prisotnost oziroma odsotnost taksonomsko pogojena, 
variacije nastajajo tudi zaradi vplivov okolja. Pri izoliranih celicah, ki jih gojimo v 
kulturi, pa mukusni ovoj običajno izgine. Obdaja lahko vsako celico posebej, v številnih 
primerih pa povezuje celice med sabo (Reynolds, 2007). 
 
2.1.1.6 Fotosintetski pigmenti 
 
Precejšen del cianobakterijske celice zapolnjujejo tilakoide v citoplazmi, na katerih so 
nameščeni pigmenti. Fotosintezni elementi v membrani kloroplasta so nameščeni v 
obliki črke Z (Vothknecht in Westhoff, 2001). Cianobakterije imajo poleg zelenega 
klorofila a (CHL) fikobiliproteine. Ti supermolekularni agregati fikobiliproteinov so 
vezani so na zunanjo stran tilakoidne membrane (slika 2). Cianobakterije jih uporabljajo 
za lovljenje svetlobe. Fikobilisomi zbirajo svetlobo in jo s skoraj stoodstotnim 
izkoristkom prenesejo na fotosintetska reakcijska centra FS II in FS I. Število 
reakcijskih centrov FSI na celico je sorazmerno količini CHL na celico. Fikobilisomi 
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cianobakterij pa vsebujejo še druge pigmente, odvisno od cianobakterijske vrste. M. 
aeruginosa vsebuje alofikocianin in fikocianin (PC) (Raps in sod., 1985). Ti pigmenti 
močno obarvajo cianobakterijsko celico. Ob prevladi fikoeritrina so cianobakterije 
obarvane rdečerjavo (npr. P. rubescens), največkrat pa so modrozelene (npr. 
Microcystis sp., Anabaena sp.). Študije na različnih vrstah cianobakterij podpirajo 
domnevo, da je večina cianobakterij v celinskih vodah izredno občutljiva na visoke 
intenzitete svetlobe. Cianobakterije lahko uravnavajo tvorbo pigmentov in tako kar 
najbolje izkoristijo razpoložljivo svetlobo (Raps in sod., 1983). Prisotnost različnih 
pigmentov cianobakterijam omogoča učinkovito izrabo tudi tistih delov svetlobnega 
spektra, ki jih ostali avtotrofi ne morejo.  
 
 
 
Slika 2: Struktura fikobilisoma. Sestavljajo ga pigmenti fikoeritrin, PC in alofikocianin. Fikobilisomi pri 
nekaterih vrstah cianobakterij, na primer M. aeruginosa, ne vsebujejo fikoeritrina. Fikobilisom potuje 
med fotosistemoma I (FS I) in II (FS II) (povzeto po Ghosh in sod., 2015). 
Figure 2: Structure of the phycobilisome. Each phycobilisome consists of central allophycocyanin and the 
radiating rods formed of phycocyanin and phycoerythrin. Some cyanobacterial species (M. aeruginosa for 
example) do not contain phycoeritrin (from Ghosh et al., 2015). 
2.1.1.7 Akinete 
 
Akinete običajno prepoznamo, ker so večje od vegetativnih celic in imajo jasno vidne 
granulacije zaradi visokih koncentracij glikogena in cianoficina. Največja značilnost 
akinet pa je njihova odpornost na mraz, zato jih pogosto primerjajo z endosporami po 
Gramu pozitivnih bakterij. Pojavljajo se le pri cianobakterijah, ki imajo heterociste. Pri 
cianobakteriji iz rodu Aphanizomenon proces pretvorbe iz vegetativne celice v akineto 
vključuje povečanje velikosti, postopno izginjanje plinskih vakuol, povečanje gostote 
citoplazme in števila ribosomov ter cianoficinskih granul. Izguba plovnosti povzroči, da 
filamenti z akinetami potonejo in prezimijo na sedimentu. Pri kalitvi akinet so procesi 
ravno obrnjeni (Lee, 2008).  
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2.1.1.8 Heterociste 
 
Heterociste so večje od vegetativnih celic. So fotosintetsko neaktivne, obdane z debelo 
celično steno, ki omejuje vstop kisika, zaradi česar je notranjost heterociste praktično 
anoksična. Encim nitrogenaza fiksira zračni dušik v amonijak, ki ga glutamat 
dehidrogenaza doda 2-oksoglutaratu in tvori glutamat, z dodatkom še enega amonijaka 
pa dobimo glutamin, ki prehaja iz ene cianobakterijske celice v drugo (Lee, 2008).  
 
2.2 OBREMENJEVANJE VODNIH TELES IN POJAV 
CIANOBAKTERIJSKEGA CVETA 
 
Zaradi hitre industrializacije in urbanizacije se obremenjevanje vodnih teles vztrajno 
veča. Proces evtrofikacije bi lahko upočasnili s pravilnim upravljanjem v pojezerju, v 
nasprotnem primeru pa ga pospešimo. Največkrat sta vzroka prekomerne obremenitve s 
hranili neurejeno odvajanje komunalnih vod in izpiranje kmetijskih površin. Problem 
predstavljajo zadrževalniki, kamor se stekajo industrijske odpadne vode (Remec Rekar 
in Bat, 2003). Stoječe in počasi tekoče vode so zaradi zmanjšane samočistilne 
sposobnosti bolj podvržene evtrofikaciji kot tekoče vode (Remec Rekar in Bat, 2003). 
Povečana je zlasti koncentracija biogenih elementov, kot sta dušik in fosfor (Hłuszyk in 
Stankiewicz, 1998). V odpadnih vodah sta dušik in fosfor zastopana v obliki fosfatov, 
nitratov, amonijaka oziroma organskega dušika. Gre za esencialna elementa, potrebna 
za rast in razvoj rastlin.  
 
Rast cianobakterij in drugih avtotrofnih organizmov je omejena z razpoložljivimi 
količinami fosforja in dušika. Oligotrofna vodna telesa vsebujejo 5–10 µg/l fosforja in 
250–600 µg/l dušika. Povprečna primarna produkcija oligotrofne vode se giblje med 50 
in 300 mg ogljika/m2/dan. V zmerno evtrofnih vodnih telesih je vsebnost fosforja 10–30 
µg/l in vsebnost dušika 500–1100 µg/l. Primarna produkcija evtrofnih voda je več kot 1 
g ogljika/m2/dan (Likens in sod., 1977). 
 
Spreminjanje vrstne zastopanosti fitoplanktonih organizmov je eden od indikatorjev 
obremenjenosti vodnih ekosistemov. V večini primerov prihaja do osiromašenja vrst in 
do kvantitativnega povečanja tistih, ki so bolj prilagojene na določene spremembe v 
okolju (Kosi, 1999). Tako v celinskih vodah, ki so bogate s hranili, pogosto pride do 
masovnega razvoja cianobakterij. V površinskih evtrofnih vodah se lahko množično 
pojavljajo tudi drugi fitoplanktonski organizmi, kot so zelene alge in diatomeje, vendar 
ti z vidika tvorbe toksinov niso problematični. Cianobakterije so sicer prisotne v skoraj 
vseh vodnih okoljih in so sestavni del fitoplanktonske združbe. Kadar se ob ugodnih 
pogojih tako namnožijo, da popolnoma prevladajo, govorimo o cianobakterijskem cvetu 
(Sedmak, 2006). Gre torej za močno povečano produkcijo cianobakterijske populacije v 
kratkem časovnem intervalu. Do cvetenja prihaja predvsem v poletnih in jesenskih 
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mesecih, vendar so pogosta tudi zimska cvetenja, saj cianobakterije lahko preživijo pod 
ledom (Sedmak, 2006). 
 
2.2.1 Posledice pojava cianobakterijskega cveta 
 
Med cvetenjem večina rodov cianobakterij proizvaja cianotoksine, ki imajo negativne 
učinke na zdravje ljudi in živali. To je zelo raznolika skupina naravnih strupenih snovi, 
ki ob masovnem pojavljanju cianobakterij predstavlja grožnjo (Carmichael, 1992). 
Cianotoksini so običajno znotrajcelični. Zaradi okoljskih dejavnikov ali lize 
cianobakterijskih celic se sprostijo v okolje, kjer lahko ostanejo še več tednov po 
popolnem izginotju cianobakterijskega cveta (McGregor in Fabbro, 2000). Cianotoksini 
povzročajo alergične reakcije, akutne prebavne težave, gripi podobna bolezenska stanja, 
okvare živčevja, jeter in ledvic ali celo smrt. Kronična izpostavljenost manjšim 
odmerkom lahko povzroči rakava obolenja in degenerativne bolezni živčevja (Šuput, 
2011), saj cianotoksini med drugim inducirajo tudi poškodbe DNA (Žegura, 2011). 
Cvetenje cianobakterij so prvič povezali z masovnim poginom živine leta 1878 (Francis, 
1878). Od takrat se vrstijo poročila o zastrupitvah in poginih divjih ter domačih živali 
(Sedmak in sod., 1994; Lürling in Faassen, 2013). Najbolj odmevno zastrupitev z 
mikrocistinom so zabeležili leta 1996 v Braziliji, ko je 76 od 131 pacientov dializnega 
centra dokazano umrlo zaradi poškodb jeter kot posledico prisotnosti cianotoksinov 
mikrocistinov v vodi, uporabljeni za dializo (Azevedo in sod., 2002). V celinskih 
ekosistemih so proizvajalke toksičnih snovi največkrat cianobakterije, medtem ko so v 
morskih okoljih za škodljiva cvetenja največkrat odgovorni dinoflagelati. 
 
Cvetenje ima negativne ekološke učinke. Kopičenje velikega števila cianobakterij v 
vodi in na njeni površini ovira prodiranje svetlobe v globino. Z intenzivnim razvojem 
odvzemajo hranilne snovi drugim planktonskim vrstam ter vplivajo na različne 
fizikalno-kemične lastnosti vodnega okolja. Kadar populacija cianobakterij doseže svoj 
vrhunec, začne odmirati. Pri razkrajanju cianobakterijskega cveta se skupaj z vsebino 
celic v vodo sproščajo velike količine biološko aktivnih snovi. Njihova prisotnost 
vključno s cianotoksini negativno vpliva na vse vodne organizme in znižuje 
biodiverziteto (Sedmak in Kosi, 1998).  
Cvetenje ima tudi negativne socialno-ekonomske učinke. Površinske gošče zmanjšujejo 
estetsko in uporabno vrednost vodnih teles za rekreacijske in celo industrijske namene 
(Dodds in sod., 2009).  
 
2.2.2 Cianotoksini 
Zelo pomemben vidik številnih taksonov cianobakterij je prisotnost sekundarnih 
metabolitov, ki so v nekaterih primerih lahko strupeni za druge organizme, tudi za ljudi, 
in jih zato imenujemo toksini. Ti strupeni sekundarni metaboliti se generično imenujejo 
cianotoksini, razvrščamo pa jih glede na njihovo delovanje pri sesalcih. Učinke 
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cianotoksinov na višje organizme lahko opišemo kot hepatotoksičnost, nevrotoksičnost, 
dermatotoksičnost, genotoksičnost in splošno inhibicijo proteinske fosfataze. Glede na 
kemijsko strukturo jih lahko delimo na manjše peptide (s poudarkom na cikličnih 
peptidih), alkaloide in lipopolisaharide. Lipopolisaharide najdemo pri vseh po Gramu 
negativnih bakterijah, med katere uvrščamo tudi cianobakterije. 
 
Cianotoksine lahko najdemo v vseh vodnih telesih, kjer so ustrezni pogoji za bohotnejši 
razvoj njihovih proizvajalcev – cianobakterij. Za vse doslej znane cianobakterijske 
toksine velja, da so topni v vodi in da so termostabilni. Vsi pogosto nastopajoči rodovi 
planktonskih cianobakterij – Dolichospermum (Anabaena), Aphanizomenon, 
Microcystis, Nodularia, Cylindrospermopsis, Nostoc, Planktolyngbia in Planktothrix 
(Oscillatoria), so potencialni proizvajalci biotoksinov. Rodovi Coelosphaerium, 
Fischerella, Gloeotrichia, Gomphosphaeria, Hapalosiphon, Microcoleus, Schizothrix, 
Scytonema, Symploca, Tolipothryx in Trichodesmium so znani kot toksični, vendar 
toksini še niso bili izolirani ali njihova struktura ni popolnoma znana (Carmichael, 
1992).  
 
 
Preglednica 1: Rodovi cianobakterij in toksini, ki jih proizvajajo. Pri posameznem cianotoksinu je napisan 
tudi ciljni organ (Sedmak, 2011). 
Table 1: Cyanobacterial genus and toxsins that they produce. Target organs for inididual cyanotoxins are 
also presented (Sedmak, 2011). 
Skupina toksinov Ciljni organ (sesalci) Cianobakterijski rodovi – 
proizvajalke  
CIKLIČNI PEPTIDI (HEPATOTOKSINI) 
mikrocistini (MC) Jetra Microcystis, 
Dolichospermum,  
Planktothrix (Oscillatoria), 
Nostoc, Hapalasiphon, 
Anabaenopsis 
nodularini (NODL) Jetra Nodularia 
ALKALOIDI (NEVROTOKSINI) 
anatoksin-a (ANTX-a) periferno živčevje Dolichospermum, 
Planktothrix (Oscillatoria), 
Aphanizomen 
anatoksin-a(s) (ANTX-a(S)) periferno živčevje Anabaena 
lingbiatoksin-a koža, prebavni trakt Planktolyngbya 
  
 
 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 1:   
Skupina toksinov Ciljni organ (sesalci) Cianobakterijski rodovi – 
proizvajalke  
aplisiatoksin Koža Planktolyngbya, Schizotrix, 
Planktothrix (Oscillatoria) 
saksitoksini periferno živčevje Dolichospermum, 
Aphanizomenon, 
Planktolyngya, 
Cylindrospermopsis 
CITOTOKSINI 
cilindrospermopsin Jetra Cylindrospermopsis, 
Aphanizomenon, Umezakia 
NEVROTOKSIČNE AMINOKISLINE 
L-BMAA motonevroni verjetno vsi rodovi 
cianobakterij 
ENDOTOKSINI 
lipopolisaharidi (LPS) dražijo vse 
izpostavljene dele 
telesa, prebavni trakt in 
sluznice 
vse cianobakterije 
 
Različni cianotoksini imajo različne načine delovanja: ciklični peptidi mikrocistinskega 
tipa so v svojem delovanju usmerjeni v jetra, alkaloidi so nevrotoksični in delujejo na 
živčni sistem, lipopolisaharidi pa so dermatotoksični in učinkujejo na kožo in sluznico.  
 
Za ugotavljanje strupenosti in tudi razširjenosti nevarnih cianobakterij so v preteklosti 
uporabljali predvsem teste na laboratorijskih miškah. V raziskovalne namene se danes 
največ uporabljajo različne analitske metode in testi in vitro (Sedmak, 2011) Pri spodaj 
navedenih letalnih dozah gre za intraperitonealno aplikacijo toksina.  
LD50 za mikrocistin-LA (proizvaja ga Microcystis aeruginosa in Microcystis viridis) je 
50 μg /kg (Botes in sod., 1985; Kaya in Watanabe, 1990). Enaka LD50 je določena za 
mikrocistin -LR, ki ga poleg že omenjenih Microcystis aeruginosa in Microcystis viridis 
lahko sintetizira tudi Dolichospermum flos-aque. Druge variacije mikrocistina imajo 
višjo LD50. V primeru anatoksinov in homoanatoksinov so LD50 običajno od 200 do 250 
µg/kg (Devlin in sod., 1977; Carmichael in sod., 1990; Skulberg in sod., 1992). LD50 za 
anatoksin-S je 20 µg kg-1 (Carmichael in sod., 1990). 
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2.2.3 Pojav cianobakterijskega cveta v Sloveniji in po svetu  
 
V zadnjih letih se število škodljivih cvetenj na globalni ravni močno povečuje tako 
glede pogostnosti in trajanja kakor tudi glede obsega pojavljanja. (Paerl in sod., 2011) 
(slika 3). 
 
Že v sedemdesetih letih prejšnjega stoletja je bilo znano, da so cianobakterije lahko 
strupene (Francis, 1878). Ker sta evtrofikacija in posledično pogosten bohoten razvoj 
cianobakterij v večini primerov vezana na človekovo aktivnost, pojav v svetu dobiva 
vse večje razsežnosti. Razvitejše države imajo večje število umetnih vodnih teles 
(akumulacijska jezera, opuščene gramoznice itd.), zato so neugodne posledice, ki jih 
povzročajo cianobakterije, pri njih toliko bolj opazne (Kosi, 1999). 
 
 
 
Slika 3: Pojav toksičnega cianobakterijskega cveta po svetu. Z rdečo so obarvane države, kjer je vsaj v eni 
ISI publikaciji omenjeno cianobakterijsko cvetenje s prisotnostjo mikrocistina (Catherine in sod., 2013). 
Figure 3: The occurence of a toxic cynobacterial bloom. Red colurs represent the cuntries where at least 
one ISI publication mentions cyanobacterial bloom with presence of a microcystin (Catherine et al., 
2013). 
Problem cvetenja nevarnih cianobakterij je prisoten tudi v Sloveniji, ki ima veliko 
število stoječih vodnih teles. Pojav je pogostejši v umetnih vodnih telesih, kot so 
akumulacijska jezera, opuščene gramoznice, ribniki, znan pa je tudi v naravnih jezerih. 
Najbolj ogrožena je severovzhodna Slovenija, kjer so cvetenja masovna in vsakoletna 
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(slika 4). Gre za agrarno intenzivna območja z močno evtrofnimi vodami. Med vodnimi 
telesi, v katerih nastopajo vsakoletna cvetenja, sta tudi Blejsko jezero in ribnik v Hotinji 
vasi (Sedmak in Kosi, 1991; Sedmak in Kosi, 1997; Sedmak in Kosi, 1998). Podatkov o 
prisotnosti potencialno toksičnih cianobakterij na našem ozemlju je malo (Eleršek, 
2014). Najdemo jih pri taksonomskih obdelavah fitoplanktona jezer, opravljenih v 
sklopu različnih aplikativnih raziskav, v podatkih nacionalnega monitoringa v okviru 
Ministrstva za okolje in prostor (Agencija Republike Slovenije za okolje) in v 
algoloških raziskavah starejšega datuma, vendar samo za nekatera vodna telesa (Kosi, 
1999). 
 
 
Slika 4: Pojavljanje cianobakterijskega cvetenja v Sloveniji (Sedmak, 2006). 
Figure 4: The occurance of cyanobacterial blooms in Slovenia (Sedmak, 2006). 
 
2.2.3.1 Blejsko jezero 
 
Leži na nadmorski višini 475 m, pokriva površino v velikosti 1,44 km2, njegov obseg je 
6 km, doseže največjo globino 30 m in ima prostornino 31 milijonov m3. Zadrževalni 
čas vode v jezeru je 3 leta, povprečna temperatura vode je 12 °C, v poletnih mesecih 
doseže do 24 °C. Pozimi je jezero občasno prekrito z ledom (Sedmak in sod., 2008). 
Jezersko kotanjo sestavljata dve globeli, ločeni s podvodnim grebenom, katerega del je 
tudi otok, ki leži v osredju Blejskega kota. Sodi med občutljiva območja, podvržena 
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evtrofikaciji. Posledice nenadzorovanega odvajanja odplak v preteklosti se skuša 
odpraviti s sanacijskimi ukrepi. 
 
Prvi znaki onesnaženja in spremljajoči pojavi pospešenega staranja so se v Blejskem 
jezeru začeli kazati že v začetku 20. stoletja, v petdesetih letih pa je kakovost jezera 
močno nazadovala. Glavni razlog je bila pomanjkljiva kanalizacija, ki zaradi razvoja 
množičnega turizma ni več zadoščala potrebam. Hranilne snovi, ki so pritekale v jezero, 
so spodbujale razvoj rastlinskega planktona. Pogosta so bila dolgotrajna cvetenja 
cianobakterij vrste P. rubescens. Posledica množičnega pojava cianobakterij je bilo 
pomanjkanje kisika, ki je doseglo celo obalne predele jezera. V razmerah brez kisika so 
nastajale strupene snovi, propadale so občutljive rastlinske in živalske vrste.  
 
Stanje na Blejskem jezeru kljub izvršenim sanacijskim ukrepom še vedno ni stabilno. 
Vnos hranilnih snovi iz pojezerja je še vedno prevelik (Remec Rekar in Bat, 2003), kar 
se kaže tudi v občasnem cvetenju filamentozne cianobakterije P. rubescens. P. 
rubescens je oligotrofna do mezotrofna cianobakterija, ki naseljuje globlja jezera. Lahko 
cveti skozi vse leto, saj stratificira v metalimični plasti. Vsebuje rdeč pigment 
fikoeritrin. Soji te vrste lahko proizvajajo mikrocistine (Sedmak in sod., 2008). 
 
2.2.3.2 Koseški bajer 
 
Leži ob soseski Mostec na obrobju urbanega središča Ljubljane in je pomemben 
element mesta z vidika naravne in tudi kulturne dediščine (Bizjak in sod., 1996). Bajer 
predstavlja pomembno rekreativno območje z didaktično funkcijo, saj ob obali poteka 
učna pot. Poleg tega bajer nastopa v vlogi ribnika, ki ga upravlja ribiška družina. V 
krajini, ki jo je človek spremenil, predstavljajo ribniki pomemben habitat in zatočišče za 
različne ptice in žuželke, imajo pa tudi močno socialno vlogo.  
 
Trofično stanje Koseškega bajerja je bilo v letih 2012 in 2013 evtrofno, meritve 
prosojnosti so kazale celo hiperevtrofnost (Germ in sod., 2013). Ribniki s ciprinidnimi 
vrstami rib sicer potrebujejo visok delež alg, ki so ribam hrana. Ob ribolovu se pogosto 
z vabami vnašajo v vodno telo še dodatne organske snovi, ki povečujejo trofičnost 
oziroma previsoko obogatenost s hranili. Ob določenih okoljskih razmerah lahko v 
takšnem vodnem telesu pride do prekomernega razvoja fitoplanktona, ki lahko 
popolnoma prekrije vodno površino. Do takšnih pojavov prihaja pozno spomladi ali 
poleti, v obdobjih z visokimi temperaturami in intenzivno osvetljenostjo vode. 
 
Eden od razlogov, da smo za spremljanje izbrali tudi Koseški bajer, je, da so se v bližnji 
preteklosti tam pojavljale cianobakterije. Poleti 2012 so se poleg Planktothrix agardhii 
masovno pojavile še druge potencialno toksične vrste Dolichospermum flos-aquae, 
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Microcystis aeruginosa, Microcystis viridis in Microcystis wesenberghii, v letu 2013 
smo zasledili tudi Limnothrix redekei (Germ in sod., 2013). 
 
 
2.2.3.3 Ribnik v Hotinji vasi 
 
Hotinjski ribnik se nahaja sredi naselja v Hotinji vasi. Gre za manjše, plitvo vodno telo, 
ki ni globlje od enega metra. Vanj se izteka neurejena okoliška kanalizacija. Že več let 
zapored prihaja do rednih obsežnih pojavljanj (cvetenja) cianobakterij, kar predstavlja 
vir cianotoksinov, ki jim je izpostavljeno okoliško prebivalstvo. V neposredni bližini 
Hotinjskega ribnika je tudi osnovna šola. Otroci se igrajo v bližini ribnika in tako 
prihajajo v stik z cianotoksini. 
 
Včasih je ribnik služil kot vir vode za gašenje. Ljudje vodo iz ribnika uporabljajo za 
zalivanje rož in vrtov, ki so v neposredni bližini ribnika. Ob visokih vodah te vrtove 
poplavlja voda iz ribnika, kar ima za posledico pojav posušenega cianobakterijskega 
cveta na zelenjavi. 
 
2.3 ZAKONODAJA SPREMLJANJA FITOPLANKTONA IN STRUPENIH 
CIANOBAKTERIJ 
Strupene cianobakterije v vodnih telesih lahko predstavljajo grožnjo vodnemu telesu, 
zato se spremljanje cianobakterij in njihovih cianotoksinov postopoma uvaja v različne 
zakonodaje. V Vodni direktivi, ki opredeljuje ekološko kakovost voda, sicer še ni 
natančnih predpisov in ukrepov, ki se specifično dotikajo strupenih cianobakterij, je pa 
zakonodajno že poskrbljeno za smernice za pitne in rekreacijske vode.  
Smernice za upravljanje s planktonskimi cianobakterijami, ki se pojavljajo v 
rekreacijskih in pitnih vodah, so dobro razvite. Svetovna zdravstvena organizacija 
predpisuje mejno vrednost 1 µg/L in priporoča različne varnostne ukrepe, v prvi vrsti 
monitoring vodnih teles, ki vključuje tudi cianobakterijska cvetenja, dvigovanje javne 
zavesti in obveščanje širše javnosti (WHO, 2003). Podobno predpisuje tudi zakonodaja 
EU, ki se nanaša na kakovost kopalnih voda. Evropska vodna direktiva (Directive …, 
2000) vzpostavlja okvir za delovanje skupnosti na področju upravljanja z vodami in 
predvideva nadzor ter zaščito vseh večjih vodnih virov. Direktiva narekuje izvajanje 
monitoringa, ki omogoča pravočasno določitev nevarnosti za zdravje ljudi, vendar 
monitoring cianobakterij in njihovih toksinov ni natančno opredeljen. Strupene 
cianobakterije se obravnava samo kot del fitoplanktona, cianotoksinom se ne namenja 
posebne pozornosti. 
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V Sloveniji je spremljanje prisotnosti toksičnih cianobakterij postalo obvezno z 
Direktivo 2006/7/EC…, 2006, ki velja samo za Bled in Bohinj, ter na njej temelječem 
Pravilniku o monitoringu (2009) kopalnih voda, ki zahteva nadzor nad prisotnostjo 
cianotoksinov, a velja samo za kopalne vode. Neizvajanje nadzora na drugih vodnih 
telesih ne pomeni, da ta niso potencialno problematična, saj nemalokrat prihaja do 
pojava strupenih cianobakterijskih cvetov (Lürling in Faassen, 2013). 
 
Tako kljub zakonodajnim okvirjem obstaja kar nekaj realnih situacij, kjer nadzorovanje 
strupenih cianobakterij ni zakonsko obvezno in se zato ne izvaja: 
 Nadzorovanje vodnih teles z drugimi rekreacijskimi nameni, kot je kopanje, ni 
vključeno v direktivo o kopalnih vodah (Brient, 2008). 
 Manjša jezera, ribniki in vodna telesa mestnih zajetij, ki so velika le nekaj 
hektarjev, so v Sloveniji pogosto mesta rednih cianobakterijskih cvetenj, vendar 
so zaradi svoje majhnosti izključena iz državnega monitoringa.  
 
2.4 METODE ZA SPREMLJANJE FITOPLANKTONSKE BIOMASE 
 
2.4.1 Standardne metode 
 
Določitev fitoplanktona je v skladu z okvirno direktivo EU o vodah (Directive ..., 2000) 
obvezna za ocenjevanje ekološkega stanja vode. Sama sestava kot tudi gostota oziroma 
biomasa fitoplanktona hitro reagira na fizikalno-kemične lastnosti vodnega telesa 
(Wetzel, 2001; Reynold, 2006). 
  
Tradicionalne metode spremljanja fitoplanktonske populacije vključujejo oceno 
transparentnosti vode s pomočjo Secchi diska, vzorčenje fitoplanktona za določitev 
vrstne sestave oziroma za taksonomsko klasifikacijo, določitev biovolumna in 
koncentracije CHL. Laboratorijska standardizacija ekstrakcije in določitve CHL in 
preprostost uporabe Secchi diska je omogočila razvoj prvih standardov za določitev 
trofičnosti stanja vodnega telesa (Caspers, 1984).  
 
Spektrofotometrijska analiza po ekstrakciji z organskimi topili zagotavlja dobre ocene 
skupnega CHL. A CHL je primaren fotosintetski pigment in je zato prisoten v vseh 
fitoplanktonskih organizmih (Wetzel, 2001), zato je koncentracija CHL indikator 
celotnega biovolumna fitoplanktona in ne omogoča razlikovanja med različnimi 
skupinami alg in cianobakterij.  
 
Mikroskopsko štetje in taksonomska klasifikacija dajejo zelo natančne podatke o sestavi 
vrst in njihovem biovolumnu v vzorcih, vendar obstajajo nekatere omejitve teh 
pristopov. Laboratorijske analize so dolgotrajne in za določanje vrst potrebujejo visoko 
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usposobljene osebe. Poleg tega popolna taksonomska revizija skupine cianobakterij še 
ne obstaja, zato slonijo taksonomski podatki na različnih starejših delih (standardni 
ključi) ali na nekaterih novejših ponovnih preučevanjih posameznih rodov. Takšno 
spremljanje zato povzroči visoke stroške, pri čemer rezultati kažejo le trenutne razmere 
na mestu vzorčenja. Standarden monitoring fitoplanktona se v Sloveniji izvaja štirikrat 
letno. Zaradi specifičnih migracijskih vzorcev in specifičnih pojavov cianobakterij na 
dnevni, sezonski in vremenski osnovi lahko občasni vzorci dajejo zavajajoče rezultate. 
Obstaja tveganje, da število škodljivih cianobakterij podcenjujejo ali pa jih celo 
spregledajo (Walsby in sod., 2004).  
 
2.4.2 Fluorescenca 
 
2.4.2.1 Fluorescenca kot zaščitni mehanizem pred odvečno energijo 
 
Fotosinteza (fotokemija) kot osnovni vir energije je pri vseh fotobiontih v principu 
enaka. Temelji na absorpciji svetlobe, ki vzbudi pigmente iz osnovnega v vzbujeno 
stanje (slika 5).  
 
 
 
Slika 5: Fluorescenca. 
Figure 5: Fluorescence. 
 
Fotosintezni organizmi imajo zelo ambivalenten odnos do svetlobe, saj kot oksigeni 
fotoavtotrofi svetlobo potrebujejo za svoj obstoj, istočasno pa jim prevelika količina 
svetlobe škoduje zaradi povišane tvorbe škodljivih reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS), ki 
so stranski produkti fotosinteze. Svetlobno energijo za fotosintezo absorbira sistem 
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zbiralcev svetlobne energije (LHC), kjer odgovarjajoči pigment preide v vzbujeno 
stanje.  
 
Energija, ujeta v LHC, lahko ubere različne poti odvajanja:  
a) za fotosintezo v fotokemičnih reakcijah,  
b) sprošča se kot fluorescenca,  
c) toplota, lahko gre tudi v smeri tvorbe reaktivnih kisikovih zvrsti.  
 
Vzburjenje lahko prehaja iz enega pigmenta na drugega in se vključi tudi v fotosintezo 
(PS II). Vsi ti procesi med seboj tekmujejo za delež zajete energije, zato izdatnost 
posameznega procesa vedno poteka na račun ostalih. Procesi prenosa energije vzbujenih 
elektronov po različnih poteh se posledično odražajo v zniževanju fluorescence, kar 
imenujemo dušenje (quenching) (Müller in sod., 2001; Campbell in sod., 1998; 
Maxwell in Johnson, 2000). PS II je osrednji sistem, ki je sposoben prenosa elektrona 
na plastokinon (QA), ki tako preide v fotosintezno pot. Dokler QA ni sposoben predati 
elektrona naslednjemu sprejemniku, je pot zaprta in fluorescenca visoka. Ko se pot 
odpre, začne fluorescenca upadati (fotokemično dušenje). Hiter prenos elektronov 
zaznamo kot povečanje učinkovitosti fotosinteze, kar spremlja pretvorbo odvečne 
energije v toploto v procesu ne-fotokemičnega dušenja (NPQ). Vsi procesi dušenja, 
prav tako kot tudi sama fluorescenca, so istočasno zaščitni mehanizmi pred odvečno 
energijo, ki lahko poškoduje organizem.  
 
2.4.3 Kvantifikacija fitoplanktona s pomočjo in vivo fluorescence 
 
Ena od značilnosti cianobakterij, ki jim prinaša prednost pred ostalimi fitoplanktonskimi 
organizmi, so pomožna fotosintezna barvila. Z njihovo pomočjo lahko razpoložljivo 
svetlobo izkoristijo učinkovitejše kot drugi fitoplanktonski organizmi (Raps in sod., 
1983). V celinskih vodah so cianobakterije edini organizmi, ki proizvajajo znatne 
količine PC (Wetzel 2001), v morskem okolju pa PC vsebujejo tudi Cryptophyceae in v 
sledovih tudi Rodophyceae (Wetzel, 2001). Pomožni fotopigmenti fluorescirajo pri 
drugih valovnih dolžinah kot CHL, zato lahko s pomočjo fluorescence ugotavljamo 
prisotnost cianobakterij v vodnem okolju. Emisija, merjena pri 685 nm, ob ekscitaciji 
med 430 in 480 nm, je sprejeta kot merilo vsebnosti CHL v algah (Gregor in Maršálek, 
2004; Whitton, 2012; Simis in sod., 2012). Ker koncentracija CHL kaže na skupno 
količino fitoplanktona, nam zgolj merjenje fluorescence CHL ne omogoča detekcije 
škodljivih cianobakterij. PC absorbira v oranžnem delu spektra (590 do 630 nm) in 
emitira med 640 in 660 nm (Whitton, 2012). Vrh absorbance ima pri 620 nm in najvišjo 
fluorescenčno emisijo pri 647 nm (Bastien in sod., 2011). Fluorescenca PC se v 
celinskih vodah uporablja kot indikator pojava cianobakterij in omogoča oceno 
cianobakterijske biomase (Gregor in sod., 2007). Ker je jakost fluorescence odvisna od 
fiziološkega stanja, nam meritve poleg količinskega ovrednotenja omogočajo tudi 
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vpogled v fiziološko stanje cianobakterij (Sedmak in sod., 2009, Ding in sod., 2012; 
Ding in sod, 2013).  
 
V preteklosti so fluorescenco merili predvsem v in vitro pogojih. V zadnjih nekaj letih 
je napredek tehnologije omogočil merjenje koncentracije cianobakterij in vivo v vodnih 
telesih. Metoda temelji na merjenju fluorescence CHL ali drugih fotosintetskih 
pigmentov v živih fitoplanktonskih celicah. Senzorji, ki omogočajo meritve 
fluorescence fotosintetskih pigmentov in vivo, predstavljajo nov pristop k zagotavljanju 
hitrega zaznavanja sprememb v planktonski populaciji. Omogočajo prostorsko in 
časovno spremljanje cvetenja cianobakterij v naravnem okolju ter njihovo zgodnje 
odkrivanje v vodnih zajetjih (Bastien in sod., 2011). Številni poskusi so pokazali, da je 
možno na osnovi meritve fluorescence zanesljivo in z visoko korelacijo ugotavljati 
prisotnost tako alg kot cianobakterij (Kong in sod., 2013; Kosinak in sod., 2015; 
Zamyadi in sod., 2016) ali celo zagotavljati vpogled v fiziološko stanje cianobakterij 
(Sedmak in sod. 2009; Ding in sod., 2013; Meglič in sod., 2016). Merjenje in vivo 
fluorescence CHL in PC omogoča hitro odkrivanje sprememb planktonske populacije 
(Bastien in sod., 2011; Seppälä in sod., 2007). Primerjava fluorescence PC in CHL z 
drugimi limnološkimi parametri, kot je cianobakterijska biomasa, kaže visoko 
korelacijo, kar podpira uporabnost senzorjev fluorescence pri detekciji in kvantifikaciji 
cianobakterij (Gregor, 2007; Izydorczyk in sod., 2005; Macário in sod., 2015). Za 
pravilno interpretacijo signala, dobljenega z uporabo senzorjev fluorescence, je 
potrebno upoštevati njihove omejitve. Prisotnost visokih koncentracij zelenih alg in 
motnost vode lahko povzročita napačen signal PC senzorja in s tem precenjevanje 
količine cianobakterij (Chang in sod., 2012). Na signal lahko vpliva tudi neenakomerna 
porazdelitev cianobakterij zaradi nastajanja kolonij, prisotnosti bioloških in mineralnih 
delcev v vodi ali fiziološko stanje cianobakterij in alg (McQuaid in sod., 2011; Zamyadi 
in sod., 2012; Chang in sod., 2012). Napake se lahko pojavijo tudi pri uporabi merilne 
opreme brez ustrezne umeritve (Bowling in sod., 2012, Song in sod., 2013). Poleg tega 
so kalibracijski postopki različni, kar vodi v medsebojno neprimerljivost opravljenih 
študij (Kasinak in sod., 2015). 
 
Sodobne senzorje fluorescence lahko uporabljamo na različne načine: za ročno 
merjenje, kot del stacionarnih merilnih postaj, nameščene na boje, priključene na 
raziskovalna plovila ali na tovorne in potniške ladje (Ruokanen in sod., 2003, 
Ghadouani in Smith 2005, Seppälä in sod., 2007, Lepistö in sod., 2008 in 2010, 2009, 
Anttila in sod., 2012). Nekateri se lahko pritrdijo na večnamenske merilne naprave in 
delujejo skupaj s senzorji za merjenje fizikalno-kemičnih parametrov za spremljanje 
kakovosti voda. 
 
 
20 
Rozina T. Kvantitativno in kvalitativno določanje cianobakterij v vodnem telesu z uporabo svetlobe    
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019  
  
   
 
 
2.5 NADZOR NAD CIANOBAKTERIJSKO POPULACIJO 
 
Preprečevanje vnosa hranil v vodno telo ali odpravljanje posledic evtrofikacije so 
ukrepi, ki največkrat ne zadoščajo za nadzor nad cianobakterijsko populacijo. V uporabi 
so številne metode oziroma tehnike, s katerimi se spopadajo s prekomerno gostoto 
cianobakterij. Metode temeljijo na odstranjevanju cianobakterijskih celic (Falconer in 
sod., 1989) in/ali uničenju cianobakterijske populacije in njenih toksičnih produktov 
(Fan in sod., 2013; Rodriguez in sod., 2007). Pogosto uporabljene metode so filtracija, 
flokulacija, koagulacija in sedimentacija. Učinkovite so pri odstranjevanju 
cianobakterijskih celic, ne pa pri odstranjevanju toksinov in drugih biološko aktivnih 
snovi, ki se med posegom sprostijo v vodno telo (Lawton and Robertson, 1999). Druga 
možnost so različne metode induciranega stresa, kot so izpostavljenost UV žarkom, 
uporaba vodikovega peroksida in elektrokemična oksidacija, ki imajo neposreden 
zunanji in tudi znotrajcelični vpliv na cianobakterije z izzivanjem prekomerne 
proizvodnje reaktivnih vrst kisika (ROS), kar povzroča nepopravljivo poškodbo celic. 
Odvijanje DNA in spremembe v avtofluorescenci je mogoče zaznati v prizadetih celicah 
(Ding in sod., 2012, 2013; Meglič in sod., 2016). 
 
2.5.1 Elektrokemična oksidacija  
 
Elektrokemični procesi so pritegnili veliko pozornosti pri obdelavi industrijskih 
odpadnih vod. Testirani so bili številni materiali, ki bi lahko bili v funkciji anode. 
Nekatere anode so se izkazale za učinkovite, druge so hitro izgubile aktivnost ali imele 
kratko življenjsko dobo (Panizza in Cerisola, 2005). Velik napredek so pred leti dosegli 
strokovnjaki Frauenhofer inštituta v sodelovanju s Švicarskim inštitutom za elektroniko 
in mikrotehnologijo (CSEM). Razvili so z borom dopirane diamantne elektrode (BDD), 
ki so izjemno stabilne in zato varne tudi za procesiranje pitne vode. BDD elektrode so 
napredne inertne elektrode (visoka stabilnost v močnih kislinskih medijih) s široko 
možnostjo uporabe in visokim nadpotencialom za razvoj kisika, ki proizvajajo najvišjo 
količino • OH (Liao in sod., 2014). Vodikovi ioni začnejo nastajati že pri – 1,25 V, 
kisikovi pa pri + 2,3 V. Visok nadpotencial BDD (+3 V) omogoči generiranje 
hidroksilnih radikalov (intermediat pri razgradnji vode) onesnažila (Panizza in Cerisola, 
2005). Uporaba elektrokemične oksidacije z BDD anodami se je izkazala kot obetavna 
metoda za dezinfekcijo vode po biološki obdelavi (Frontistis in sod., 2011; Daghrir in 
sod., 2014), za dezinfekcijo balastne morske vode z ladij (Lacasa in sod., 2013), za 
razgradnjo odpadne vode iz tekstilne industrije (Martinez-Huitle in Brillas, 2009), za 
odstranjevanje ostankov zdravil in fitofarmacevtskih sredstev (Garcia-Montoya in sod., 
2015). 
 
21 
Rozina T. Kvantitativno in kvalitativno določanje cianobakterij v vodnem telesu z uporabo svetlobe    
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019  
  
   
 
 
Leta 2005 se je elektrokemična oksidacija pokazala za uspešno pri odstranjevanju alg iz 
vode (Feng in sod., 2005). Poleg odstranjevanja alg in cianobakterij so učinkovitost 
metode testirali tudi za degradacijo cianotoksina mikrocistina-LR. Stopnja oksidacije 
mikrocistina-LR je bila odvisna od parametrov oziroma nastavitev, pri katerih je 
tretiranje potekalo. Stopnja oksidacije se je povečevala z višjim tokom, ki je pomenil 
večjo količino hidroksilnih radikalov. Rezultati elektrokemične obdelave so bili z vidika 
stopnje oksidacije primerljivi s fotokatalitično oksidacijo, vendar pri elektrokemični 
oksidaciji z BDD elektrodami ni bilo zaznanih stranskih produktov. Rezultati tretiranja 
mikrocistina-RR z BDD elektrodami so se pokazali kot obetajoča alternativa kloriranju 
(Zhang in sod., 2009). 
 
2.5.1.1 Delovanje in značilnosti BDD elektrod 
 
V procesu elektrokemične oksidacije prihaja do oksidacije z neposrednim prehajanjem 
elektronov na anodo in s posredno oksidacijo preko heterogene skupine reaktivnih 
kisikovih spojin (ROS). ROS nastajajo neposredno iz vode ob uporabi električne 
energije. ROS, ki nastajajo ob razpadu vode na anodi, fizisorbirani hidroksilni radikali 
(•OH) (fizikalna vezava •OH na elektrodo) ali kemisorbiran (kemijsko vezan) aktivni 
kisik (Sires in Brillas, 2012). Razlike v nastajanju fizisorbiranih in kemisorbiranih oblik 
si razlagamo z modelom "aktivnih" in "neaktivnih" anod (Comninellis, 1994; Sires in 
Brillas, 2012). Tako so Pt, IrO2, in RuO2 predstavniki "aktivnih" anod, PbO2, SnO2 in 
BDD pa "neaktivnih" anod. V obeh oblikah elektrod (v enačbah označeno z M) prihaja 
z oksidacijo vode do tvorbe fizisorbiranih hidroksilnih radikalov (M(•OH)) v reakciji 
(1). Pri "aktivnih" anodah prihaja nadalje do močne interakcije •OH s površino 
elektrode in do njegove pretvorbe v "aktivni kisik" oziroma superoksid (v reakciji 
označen z MO (2)). Organska molekula (R) tako reagira s kemisorbiranim aktivnim 
kisikom na aktivni elektrodi, kot je označeno v enačbi (3). 
 
M + H2O  M(•OH) + H
+ + e-       … (1) 
 
M(•OH)  MO + H+ + e-        … (2) 
 
MO + R  M + RO         … (3) 
 
Pri "neaktivnih" anodah, kakršna je BDD, je interakcija •OH s površino anode zelo 
šibka, zaradi česar lahko absorbirani •OH neposredno reagirajo z organskimi 
molekulami do njihove končne mineralizacije.  
 
V anodni oksidaciji nastajajo tudi druge ROS, kot sta H2O2 in O3 (enačbi 4 in 5), 
peroksodisulfat, peroksodikarbonat in peroksodifosfat ob prisotnosti sulfatov, 
karbonatov in fosfatov v vodi, pri čemer je fizisorbiran •OH najmočnejši oksidant. BDD 
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anoda je poznana kot najmočnejša "neaktivna" elektroda z najvišjim potencialom tvorbe 
•OH. 
 
2M(•OH)  2MO + H2O2        … (4) 
 
3H2O  O3 + 6H
+ + 6e-        … (5) 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 METODE ZA KVANTITATIVNO IN KVALITATIVNO DOLOČANJE 
FOTOBIONTOV V VODNEM TELESU 
 
3.1.1 In vitro meritve 
 
3.1.1.1 Določanje vrstne sestave 
 
Vzorec smo zgostili v posedalniku (Hydro-bios, Nemčija). 100 ml vzorca smo zgostili 
na 2,973 ml. Zgoščevali smo nefiksiran vzorec, ki je bil 24 ur v temi, kar povzroči 
posedanje fitoplanktona. Taksonomsko določanje fitoplanktona do nivoja vrste smo 
izvajali s pomočjo svetlobnega mikroskopa (Nikon, Japonska) pod 600-kratno 
povečavo. Uporabili smo različne določevalne ključe (Hindak, 1976; Komárek in sod., 
2005). 
 
3.1.1.2 Določanje števila celic in biovolumna 
 
Splošni postopki za uporabo svetlobnega mikroskopa, sedimentacijskih komor, 
shranjevanja vzorcev ter ocene gostote celic so bili izvedeni v skladu z evropskim 
standardom (CEN EN 15204, 2006).  
 
V primeru laboratorijskih kultur smo število celic določili s pomočjo števne komore 
hemocitometer Bürker-Türk (Brand, Nemčija) pod invertnim mikroskopom Eclipse 
TE300 (Nikon, Japonska). Število preštetih celic je bilo odvisnih od same koncentracije, 
najmanjše število preštetih celic je bilo 400. Biovolumen vsake vrste (v enotah 
µm3/celico) je bil določen na osnovi izmer kot povprečje najmanj 100 naključno 
izbranih in dimenzijsko izmerjenih celic. 
 
Vzorec iz narave smo zgostili v posedalniku (Hydro-bios, Nemčija), enako kot za 
določanje vrstne sestave, le da smo vzorec fiksirali s formaldehidom v končni 
koncentraciji 3 %. Števno komoro smo izbrali glede na sestavo fitoplanktona in 
koncentracijo celic. Največkrat smo uporabili števno komoro Nageotte (Asistent, 
Nemčija) ali Sedgewick-Rafter (PhycoTech, ZDA), predvsem kadar smo morali oceniti 
število filamentoznih fotobiontov. 
 
Biovolumen fitoplanktona iz narave (v enotah µm3/ml) smo izračunali iz pogostosti 
posamezne vrste (v enotah število celic/ml) in povprečnega celičnega biovolumna 
posamezne vrste (v enotah µm3/celico), ki temelji na izračunu volumna posamezne vrste 
na osnovi izmerjenih dimenzij povprečne celice (Hillebrand in sod., 1999). Izmerili smo 
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dimenzije in izračunali biovolumne (v enotah µm3/celico) vsaj 100 celic posamezne 
vrste. Skupni biovolumen fitoplanktona (v enotah µm3/ml) je seštevek vseh 
biovolumnov posameznih vrst, ki so zastopane v vzorcu. Relativni biovolumen 
posamezne vrste pa je biovolumen, ki ga posamezna vrsta dosega v skupnem 
biovolumnu fitoplanktona (v enotah µm3/ ml). 
 
3.1.1.3 Ekstrakcije pigmentov 
 
3.1.1.3.1 Ekstrakcija CHL 
 
Vsebnost CHL smo določali po metodi ekstrakcije z etanolom (Slovenski standard SIST 
ISO 10260:2001 prva izdaja, december 2001). Od 0,3 do 0,5 l vzorca smo prefiltrirali 
skozi steklen filter Glass-Microfibre discs (Sartorius Stedim Biotech, Nemčija) premera 
50 mm. Filter s celicami smo dali v stekleno centrifugirko in dodali 10 ml 90 % etanola. 
Vzorec smo čez noč shranili v zamrzovalniku. Naslednji dan smo vzorec 5 minut 
ekstrahirali v vodni kopeli pri 75 °C. Po ekstrakciji smo vzorec pustili 15 minut na 
sobni temperaturi in vmes vzorec večkrat premešali. Vzorce smo centrifugirali 5 minut 
pri 4000 o/min v centrifugi T52 (MLW, Nemčija). Vzorcem smo izmerili absorbanco 
pri 665 in 750 nm s spektrofotometrom Nanocolor VIS (Macherey-Nagel, Nemčija). 
Nato smo vzorce zakisali: na 4 ml vzorca smo dodali 0,02 mL 3M HCl in pri istih 
valovnih dolžinah ponovno izmerili absorbanco.  
 
Za izračun koncentracij smo uporabili enačbo iz zgoraj omenjenega standarda: 
 klorofil a [µg/l]=
(A-Aa)
Kc
 × 
R
R-1
× 
Ve 10
3 
Vs×d
      … (6) 
 
A = A665 – A750 (pred dodatkom HCl) 
Aa = A665 – A750 (po dodatku HCl) 
Ve = volumen ekstrakta v ml 
Vs = volumen filtrata v l 
Kc = koeficient 82 l/µg cm  
R = 1,7 
d = dolžina optične poti (v cm) 
 
3.1.1.3.2 Ekstrakcija PC 
 
Za ekstrakcijo PC, za razliko od ekstrakcije CHL, ni standardizirane metode. Obstaja 
več različnih načinov ekstrakcije in tudi načinov izračuna same koncentracije. Testirali 
smo tri različne protokole. Razlikujejo se v uporabi pufrov ter strategij proženja celične 
lize. Osnovna testiranje učinkovitosti posamezne metode smo naredili na cianobakteriji 
vrste M. aruginosa PCC 7806 s celično koncentracijo 5·106 celic/ml.  
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Metoda A  
Pri prvi metodi, prirejeni po Horváth in sod., 2013, smo s pomočjo centrifuge zgostili 
vzorec M. aeruginosa, odstranili supernatant in ga nadomestili s fosfatnim pufrom 
(koncentracija KH2PO4 je bila 0,1 mol l, pH 6,8). Vzorec smo 10 minut sonicirali s CV 
18 ultrazvočnim homogenizatorjem (premer konice 6 mm, moč 22 W, frekvenca 20 
kHz, sonikacijski volumen 10 mL; Sonics and Materials, ZDA). Po centrifugiranju 
(4000 o/min, 5 min) smo izmerili absorbanco s spektrofotometrom Nanocolur VIS 
(Macherey-Nagel Nemčija).  
 
Metoda B 
Drugi način ekstrakcije je bil izveden po protokolu  avtorja Meriluonto (2017). Vzorce z 
različno koncentracijo celic smo filtrirali skozi filter GF/C iz steklenih vlaken (Sartorius 
Stedim Biotech, Nemčija). Vakum ni presegal 310 Pa. Na ta način smo se izognili 
poškodbam celic. Filter smo osušili s pomočjo pivnik papirja. Osušen filter smo dali v 
centrifugirko in v zamrzovalnik na –20 °C. Vzorec smo zamrznili in odmrznili, da smo 
povzročili celično lizo. Dodali smo 10 mL ekstrakcijskega pufra. Pufer smo pripravili z 
raztapljanjem 8,77 g (0,15 mol/l) NaCl, 2,01 g (27 mmol/l) KCl, 11,36 g (80 mmol/l) 
Na2HPO4, 2,72 g (20 mmol/l) KH2P04, 3,73 g mmol/l) Na2EDTA v destilirani vodi do 
končnega volumna 1 l. pH naravnamo z uporabo 5 M NaOH do 7,45–7,50. 
Centrifugirke s pufrom smo dobro pretresli ter jih za 16 ur shranili v hladilnik na 
temperaturo 4 ⁰C. Vzorec smo vzeli iz hladilnika, ga dobro pretresli in nato 20 min 
sonicirali v ultrazvočni kopeli DC200H (mrc, Izrael), ki smo jo napolnili z vodo in 
ledom. Na koncu smo vzorec 20 minut centrifugirali na 4000 o/min. Vzorcem smo 
izmerili absorbanco pri 565, 620, 650 in 750 nm s spektrofotometrom Nanocolor VIS 
(Macherey-Nagel, Nemčija). 
 
Metoda C 
Pri tretjem načinu gre za enak potek dela kot pri metodi A, le da smo uporabili pufer iz 
metode B.  
 
Vse ekstrakcije so bile narejene v temi, da bi preprečili možnost fotokemične razgradnje 
PC. Koncentracije PC (v mg na liter vodnega vzorca) smo izračunali na tri različne 
načine:  
po de Marsac in Humard (1988) 
PC [mg/l]=
(A620-0.7×A650)×Ve
7.38×Vs×d
       … (7) 
 
 
po Bennet in Bogorad (1973) 
PC [mg/l]=
(A615-0.474×A652)×Ve
5.34×Vs×d
       … (8) 
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po Fujita (1979) 
PC [mg/l]=
(198×A620-133×A650-0.190×A565)×Ve
Vs×d
     … (9) 
Kjer je Ve je volumen elkstrakta (v ml), Vs volumen filtrata (v l) in d optična pot (v cm). 
 
3.1.1.4 Barvanje z indijskim črnilom 
 
Indijsko črnilo (tuš) je sestavljeno iz finodisperznega ogljika (delci ogljika so manjši kot 
0,1 µm) v vodi. Delci ogljika so preveliki, da bi prehajali skozi kapsulo / mukozni ovoj, 
zato ostanejo v suspenziji. Ko tako pripravljen preparat pogledamo pod svetlobnim 
mikroskopom, vidimo prozorne neobarvane celice z ovojem na črnem ozadju. Tako 
lahko ocenimo velikost mukoznega ovoja in porazdelitev celic v koloniji. 
 
Na objektno steklo smo dali kapljico vzorca in nanj kapnili 100 µl indijskega črnila. 
Vzorec smo pokrili s krovnikom in pogledali pod mikroskopom.  
 
3.1.1.5 Meritve posedanja celic 
 
Večina enoceličnih sevov, kot so celice cianobakterije M. aeruginosa PCC 7806, raste 
skoraj enakomerno razpršeno v mediju s šibko težnjo po sedimentaciji, ki je odvisna od 
svetlobnega okolja (Ding in sod., 2013). Sev NIES-843 ima ohranjeno sposobnost 
uravnavanja plovnosti.  
 
Da bi preverili plovnost seva 7806 smo 7 ml vzorca nalili v ozke steklene posodice. Po 
24 oziroma 48 urah smo najprej odvzeli 1 ml vzorca iz sredine, ga premešali in ponovno 
vzeli 1 ml (slika 6). Izračunali smo delež posedenih (sedimentiranih) celic po spodnji 
formuli (Ding et al., 2013). 
 
 Delež posedenih=
število celic v premešani-število celic v nepremešani
število celic v premešani
   …(10) 
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Slika 6: Posedanje celic. ST označuje vzorec, kjer so se celice 24 oziroma 48 ur posedale v temi, STM pa 
isti vzorec, ki smo ga premešali in iz sredine vzeli 1 ml. 
Figure 6: Cell sedimentation. The samples which were in the dark for 24 or 48 h are marked with ST. 
STM marks the same samples which were mixed. The 1 ml samples were taken from the center of the 
glass tube. 
Pri vzorcu NIES-843 smo odvzeli iz ozkih steklenih posodic tri vzorce: pozitivne 
plavajoče celice (1 ml celične kulture s površine), nevtralno plavajoče celice (1 ml iz 
sredine cevi) in negativno plavajoče celice. En komplet vzorcev je bil na svetlobi, drugi 
pa v temi (slika 7). 
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Slika 7: Posedanje celic NIES 843. VT – celice 24 ur v temi, vzorec z vrha, ST – celice 24 ur v temi, 
vzorec iz sredine, DT – celice 24 ur v temi, vzorec z dna, VS – celice na svetlobi, vzorec z vrha, SS – 
celice na svetlobi, vzorec iz sredine, DS – celice na svetlobi, vzorec z dna. 
Figure 7: Sedimentation of  NIES 843 cells. VT – 24 h in the dark, the samples were collected from the 
top; ST – 24 h in the dark, the samples were collected from the middle; DT – 24 h in the dark, the samples 
were collected from the bottom of glass tube; VS – 24 h on the day/nigh cycle, samples were collected 
from the top; SS – 24 h on the day/nigh cycle , samples were collected from the middle; DS – 24 h on the 
day/nigh cycle, samples were collected from the bottom of glass tube.   
 
3.1.1.6 Barvanje dednega materiala 
 
Protokol za barvanje dednega materiala smo povzeli po Ding in sod., 2013. Celice smo 
fiksirali s paraformaldehidom (Merck, Nemčija) v končni koncentraciji 3,7 % ter trikrat 
sprali z medijem Jaworski. V nadaljevanju smo jih permeabilizirali z 0,1 % Triton X-
100 (Merck, Nemčija). Po 20 minutah smo jih sprali s čistim medijem ter jih inkubirali 
z barvilom SYBR Green (1:500 v Jaworskem mediju, Sigma, ZDA). Po 15 minutah na 
temi in pri sobni temperaturi smo posneli slike na epifluorescenčnem mikroskopu 
Eclipse T300 (Nikon, Japonska). Kot vir svetlobe je služila živosrebrna žarnica (HB-
10103AF, Nikon, Japonska). Za vzbujanje fluorescence SYBG Green smo uporabili B-
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2A filter, ki prepušča svetlobo med 450 in 490 nm, dikromatsko zrcalo (rezanje pri 500 
nm) in emisijski filter, ki prepušča svetlobo nad 515 nm. Podatki so bili obdelani z 
uporabo programske opreme NIS-Elements D (Nikon, Japonska).  
 
3.1.1.7 Meritve koncentracije mikrocistinov 
 
Za določitev koncentracije celokupnih in prostih mikrocistinov smo uporabili komplet 
Microcystins-ADDA ELISA (Abraxis, ZDA). Meritve so bile izvedene takoj po 
obdelovanju v elektrolitski celici, po 24, 48 in 72 urah. Za določitev celokupnih (prostih 
in znotrajceličnih) mikrocistinov smo vzorce lizirali s postopkom zamrzovanja in 
odtajevanja. Pred analizo smo vse vzorce filtrirali z GF/C filtrom iz steklenih vlaken. 
Vzorce z višjo koncentracijo od 5,0 ng/ml smo razredčili z uporabo medija Jaworski. 
Test smo izvedli skladno z navodili. Gre za posredno kompetitivni imunski test za 
določitev mikrocistinov in nodularinov. Na kratko: 50 µl standardne raztopine kontrole 
ali vzorca smo dodali v jamice mikrotitrske plošče. Dodali smo 50 µl protiteles in 
inkubirali 90 minut na sobni temperaturi. Jamice smo trikrat sprali z 250 µl pufra. 
Dodali smo 100 µl raztopine z encimom in inkubirali 30 minut. Sledilo je ponovno 
trikratno spiranje z 250 µl pufra. Dodali smo 100 µl substrata. Jamice so se obarvale. 
Modra obarvanost je obratno sorazmerna koncentraciji mikrocistina v vzorcu. Po 20–30 
minutah inkubacije smo dodali 50 µl stop raztopine. Jamice so se obarvale rumeno. V 
15 minutah smo posneli absorbanco pri 450 nm (Synergy TM Mx, BioTek, ZDA). 
Analize smo naredili v dveh ponovitvah. 
 
3.1.1.8 Fluorescenčna mikroskopija 
 
Pigmentno avtofluorescenco smo zabeležili pod epifluorescenčnim mikroskopom 
Eclipse T300 (Nikon, Japonska) z uporabo filtra G-2A z vzbujanjem med 541 in 551 
nm, dikromatskim zrcalom (rezanje pri 565 nm) in emisijskim filtrom, ki prepušča nad 
590 nm. 
 
3.1.2 In situ meritve fluorescence 
 
Za merjenje fluorescence laboratorijskih in naravnih vzorcev smo uporabljali PC in 
CHL senzor fluorescence (Cyclops 7, Turner, ZDA). PC senzor vzbuja s svetlobo 
valovne dolžine 590 ± 45 in meri emisijo pri 630 nm, CHL pa vzbuja pri 465 ± 85 in 
meri pri 696 ± 22 nm (slika 8, slika 9).  
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Slika 8: Princip delovanja senzorja fluorescence. A – CHL, B – PC senzor. 
Figure 8: Fluorescence sensors – principle of operation. A–  CHL, B – PC sensor. 
 
Da bi preprečili nepravilno delovanje senzorskega sistema, ki nastane ob premajhni 
razdalji med senzorjema in steno posode, smo izvedli serijo poskusov. Komoro (globina 
120 mm, premer 101 mm) smo napolnili s 750 ml mešanice cianobakterij M. 
aeruginosa PCC 7806 s koncentracijo celic 1·106/ml in zelenih alg Scenedesmus 
quadricauda s koncentracijo celic 1,1·104/ml. Senzor smo vpeli s prižemo ter 
spreminjali oddaljenost od dna ter stranic komore. Ker žarek iz senzorja ni simetričen, 
smo merili vpliv oddaljenosti od stene v dveh postavitvah: z žarkom, usmerjenim v 
steno, in drugim, usmerjenim proč od stene. Izmerili smo tudi vpliv oddaljenosti med 
CHL in PC senzorjem. Senzorja smo približevali drug drugemu na dva načina: z 
žarkoma, ki sta bila usmerjena stran drug od drugega, in z drug proti drugemu 
usmerjenima žarkoma. 
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Slika 9: Meritve fluorescence. Na shemi je prikazan CHL senzor fluorescence. Modra vzbujevalna 
svetloba izstopa iz senzorja pod kotom. Organizmi, ki imajo CHL, oddajo svetlobo rdeče barve. Bližje ko 
so senzorju, večji je signal.  
Figure 9: Fluorescence measurements. Drowing of the CHL fluorescence sensor.  The blue excitation 
light exits the sensors at an angle. Organisms with CHL emit red light. The closer the organisms are to the 
sensor, the greather the signal is. 
Kulturo smo med poskusom mešali s stekleno palčko – razen v seriji poskusov, ko smo 
s 60-minutnimi meritvami testirali stabilnost izmerjenega signala ter nujnost uporabe 
mešala. V tistem primeru smo uporabili magnetno mešalo (C-MAG MS4, IKA, 
Nemčija). 
 
Na osnovi zgoraj opisanih testov pravilne namestitve senzorjev v sistem smo v podjetju 
Arhel d.o.o (Slovenija) izdelali prenosno merilno komoro –– KM 245 (slika 10). PC in 
CHL senzor fluorescence (Cyclops 7, Turner, ZDA.) sta bila nameščena v črno, 
neodsevno merilno komoro, opremljeno z metlico, ki je samodejno obrisala oziroma 
očistila leče senzorjev enkrat na minuto. Volumen komore je bil 800 ml, senzorja sta 
bila od dna komore oddaljena 40 mm, medsebojna razdalja je bila 15 mm, žarka sta bila 
usmerjena drug proti drugemu. Zaradi posedanja ali dvigovanja določenega 
fitoplanktona je nujna uporaba magnetnega mešala. Uporabili smo magnet dolžine 4 cm 
in premera 8 mm. Vsak vzorec smo merili pet minut. Frekvenca zajemanja podatkov je 
bila 4,5 Hz. Vrednosti so se preko RS232 vmesnika in funkcije, napisane v programu 
Matlab (MathWorks, ZDA), zapisovale v računalnik. Rezultati so predstavljeni v 
relativnih enotah (r.e.), ki ustrezajo izhodni napetosti senzorja. Vodni vzorec, izmerjen v 
KM 245, smo nadalje uporabili za ekstrakcijo pigmentov, določanje biovolumna in 
taksonomsko določanje. 
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Slika 10: Prenosni KM 245(Arhel, Slovenija) sistem s temno merilno komoro, opremljen s 
fluorescenčnimi senzorji CHL in PC, magnetnim mešalom, metlico in vmesnikom za osebni računalnik, 
ki služi kot zapisovalnik podatkov in prikaz podatkov. 
Figure 10: Portable KM 245 (Arhel, Slovenia) system with dark measuring chamber fitted with CHL and 
PC fluorescence sensors, cleaning brush, magnetic stirrer and electronic interface for computer, which 
serves as data logger and data display. 
Meritve s senzorji fluorescence smo izvedli tudi s plovilom (slika 11), ki ima možnost 
avtonomnega plutja po vnaprej določeni poti na vodnem telesu. Med plutjem je plovilo 
črpalo vodo iz globine 30 cm v merilno komoro, ki je opremljena s senzorji 
fluorescence. Preko GSM komunikacije smo v realnem času dobili izmerjene vrednosti 
fluorescence in koordinatne točke zajetega vzorca. 
 
 
Slika 11: Avtonomno plovilo opremljeno z merilno komoro.  
Figure 11: An autonomous vessel equipped with measurment chamber. 
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3.1.2.1 Preverjanje delovanja senzorjev fluorescence  
  
Senzorji fluorescence kot vir vzbujevalne svetlobe uporabljajo LED diode. Zaradi 
električnega in termomehanskega stresa se s časom zmanjšuje svetilnost polprevodnika, 
fotodegradacija pa povzroča rumenenje polimerne leče, kar povzroči spremembe v 
spektru in zmanjša svetilnost (Chang, 2012). Zaradi dodatnega vzbujevalnega filtra se 
valovna dolžina vzbujevalne svetlobe s časom praktično ne spremeni, se pa zmanjša 
njena jakost. Dodatno k temu prispevajo tudi raze na površini senzorja. Da bi preverili 
padec občutljivosti senzorja fluorescence smo občasno naredili meritev s trdnim 
fluorescenčnim standardom (Cyclops-7 Solid Secondary Standard, Turner, ZDA). Gre 
za cevast nastavek iz trpežne črne plastike, ki ga nataknemo na fluorescenčni senzor 
Cyclops. V notranjosti je ploščica iz fluorescentne plastike, odporne na razpad pod 
vplivom svetlobe. Ker zagotavlja stabilen signal jo lahko uporabljamo več let. Jakost 
fluorescence nastavljamo s prilagajanjem oddaljenosti fluorescentne ploščice od 
aktivnega dela senzorja. Ker je fluorescenca odvisna od temperature smo meritve 
opravili pri 20°C. Tekom uporabe senzorjev nismo izmerili večjih sprememb v 
občutljivosti (manj kot 2,5 %), kar je tudi odstopanje, ki ga predvideva proizvajalec 
senzorjev. 
 
3.2 TESTIRANI VZORCI  
 
3.2.1 Testiranje na celičnih kulturah  
 
Uporabili smo več akseničnih celičnih linij kultur zelenih alg in cianobakterij: zelene 
alge vrste Desmodesmus communis 276-4b, Chlorella vulgaris 211-11b iz zbirke SAG 
(Goettingen, Nemčija) in Arthrospira platensis SAG 85.79 ter tri seve cianobakterije 
Microcystis aeruginosa (PCC 7005 – sev, ki ne proizvaja mikrocistinov, PCC 7806 – 
toksičen sev iz inštituta Pasteur (Pariz, Francija) ter NIES-843 – sev, ki ima ohranjeno 
sposobnost uravnavanja plovnosti in se agregira v skupke celic iz Nacionalnega inštituta 
za okolijske študije (Japonska). Kulture smo gojili v 50 ml suspenziji medija Jaworski 
(Thompson in sod., 1988) v 100 ml steklenih bučkah. Vse laboratorijske kulture smo 
gojili pri sobni temperaturi, izpostavljene sončni svetlobi in naravnemu dnevno-
nočnemu ritmu. Bučke s kulturami smo vsakodnevno premešali. Pod temi pogoji so 
ostale enocelične ali v cenobiju pri Desmodesmus communis. Ko so celice dosegle 
stacionarno fazo rasti, smo jih precepili v svež medij.  
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Preglednica 2: Sestava Jaworski medija (JM) za gojenje fitoplanktonskih organizmov. 
Table 2: Jaworski medium (JM) composition for the phytoplankton cultivation. 
Snov Koncentracija [g/100 ml] 
Ca(NO3)2 × 4H2O  2,0 
KH2PO4  1,24  
MgSO4 × 7H2O  5,0 
NaHCO3  1,59 
NaNO3  3,0 
Na2HPO4 × 12H2O  3,6 
EDTAFeNa  0,225 
EDTANa2  0,225 
H3BO3  0,248  
MgCl2 × 4H2O  0,139 
(NH4)6Mo7O24 × 4H2O  0,10 
biotin  0,004 
cianokobalamin  0,004 
tiamin HCl  0,004 
pH medija je bil 7,3. 
 
 
 
3.2.2 Testiranje na vodnih telesih 
 
3.2.2.1 Izbrana vodna telesa 
 
Izbrali smo tri vodna telesa z zelo različnimi hidrološkimi, fizikalnimi, kemičnimi in 
ekološkimi značilnostmi: Koseški bajer, Blejsko jezero ter ribnik v Hotinji vasi. 
 
3.2.2.1.1 Koseški bajer 
 
Koseški bajer leži na obrobju Ljubljane, na zahodni strani Šišenskega hriba ob soseski 
Mostec. Nastal je ob zaprtju glinokopa pred približno 200 leti. Voda je v glinokopu 
obstala zaradi plasti gline, ki leži na produ. Gre torej za manjše, plitvo, umetno vodno 
telo. 
 
Površina bajerja meri približno 37.000 m2, njegov volumen znaša približno 55.000 m3. 
Prispevna površina obsega 1,01 km2. Vtok vode v bajer je en sam, nahaja se na 
njegovem jugovzhodnem delu (pritok Mostnica). Povirni del pritoka tvorijo zahodni 
obronki Šišenskega hriba oziroma širše območje Mosteca. V bajer se stekajo tudi 
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površinske vode iz širšega območja. Iztok je na zahodnem delu bajerja, izliva se v potok 
Pržanec, ki je levi pritok Glinščice (Bizjak in sod., 1996). Glede na merjene pretoke 
Glinščice (podatki iz vodomerske postaje HMZ Rožna dolina) so, z upoštevanjem 
velikosti prispevnega področja, določili minimalne in srednje letne dotoke v Koseški 
bajer, ki so sledeči: srednji letni pretok 0,023 m3/s, srednji nizki pretok 0,001 m3/s in 
minimalni pretok 0,000 m3/s. V Koseškem bajerju so se poleti 2012 masovno pojavile 
cianobakterije Planktothrix agardhii, Anabaena flos-aquae, Microcystis aeruginosa, 
icrocystis. viridis in Microcystis wesenberghii, v letu 2013 pa tudi Limnothrix redekei. 
 
V letu 2014 smo meritve opravljali na sedmih vzorčnih mestih, ki so enakomerno 
razporejena ob celotnem obrežju (slika 12). Na podlagi rezultatov, ki so v letu 2014 
pokazali relativno homogeno razporejenost fitoplanktona v vodnem telesu, smo v letu 
2015 vzorčili samo na sredinski točki (slika 12). 
 
Vzorčenje smo izvajali enkrat tedensko med deveto in dvanajsto uro zjutraj od maja do 
oktobra v letih 2014 in 2015. 
 
Slika 12: Vzorčna mesta na Koseškem bajerju (GURS, 2013). 
Figure 12: Sampling points on the Koseze pond (GURS, 2013). 
  
Točko A predstavlja lesen pomol na vzhodnem delu bajerja, točko B pritok Mostnice. 
Točka C je relativno senčna in zaprta (zaliv). Točka D je na samem iztoku z bajerja. Na 
severnem delu bajerja smo vzorčili na točkah E in F, ki sta v bližini hiš (potencialen vir 
kanalizacijske odpadne vode). Na točki F je pristan za čoln. Vzorčenje smo izvajali tudi 
na točki G na sredini vodnega telesa.  
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3.2.2.1.2 Blejsko jezero 
 
Blejsko jezero leži v osrčju Blejskega kota. Uvrščamo ga med jezera studenčnega tipa. 
Naravna pretočnost jezera je majhna, kar zmanjšuje samočistilne sposobnosti. Prav 
zaradi tega dejstva je ekološko izredno ranljivo.  
 
Podatki državnega monitoringa kakovosti površinskih voda kažejo, da Blejsko jezero 
zaradi preobremenjenosti s hranili v obdobju 2006–2009 ni bilo v dobrem stanju, to se 
je še slabšalo. V Blejskem jezeru so znana dolgotrajna cvetenja cianobakterij P. 
rubescens, ki niso vplivala samo na njegov videz, temveč tudi na vedno obsežnejše in 
dolgotrajnejše pomanjkanje kisika, ki je doseglo celo obalne predele jezera (Remec-
Rekar, 2003). 
 
Vzorčenje smo izvajali na štirih lokacijah (točkah) Blejskega jezera. Eno vzorčno mesto 
je bilo v zahodni, tri v vzhodni kotanji (slika 13).  
 
 
Slika 13: Vzorčna mesta na Blejskem jezeru (GURS, 2013 ). 
Figure 13: Sampling points on Lake Bled (GURS, 2013 ). 
 
3.2.2.1.3 Ribnik v Hotinji vasi 
 
Ribnik v Hotinji vasi je majhno, plitvo vodno telo, ki se nahaja v središču vasi v 
vzhodnem delu Slovenije. Ima površino 9.300 m2 in ni globlje od enega metra. 
Neobdelane okoliške odplake občasno izpuščajo v vodno telo, kar vodi do rednih 
obsežnih pojavov cianobakterij. Vzorce vode smo zbrali dva metra od obale na globini 
30 cm. Vzorčenje je bilo opravljeno poleti 2015 
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3.2.2.2 Vzorčenje 
 
Vodo iz Koseškega bajerja smo vzorčili s pomočjo palice za zajemanje vzorcev na 
globini od 0,3 do 0,5 metra. Zaradi majhne globine vodnega telesa je bila vertikalna 
razporeditev fitoplanktona homogena, zato vzorčenje na različnih globinah ni bilo 
potrebno. Fotična cona, območje, kjer je dovolj svetlobe za potek fotosinteze, ki je 
določena z 2,5-kratno globino, izmerjeno s Secchijevo ploščo (ISO 3864), sega 
praktično do dna jezera. Zajeti vzorec smo v plastični embalaži shranili za nadaljnje 
analize, kot so ekstrakcije CHL, ugotavljanje vrstne sestave, merjenje biovolumna in 
meritve s senzorji fluorescence. Na enak način smo zbirali tudi vzorce iz ribnika v 
Hotinji vasi. 
 
Zaradi drugačnega tipa vodnega telesa in tudi samega pojava cianobakterijskega 
cvetenja, je bilo vzorčenje na Blejskem jezeru drugačno. Vodo smo z membransko 
črpalko prečrpavali v komoro prenosnega KM 245 merilnega sistema. Cev, po kateri se 
je prečrpavala voda, smo spuščali v globino korakoma po 1 meter. Na vsaki globini smo 
spremljali temperaturo ter vrednosti CHL in PC senzorja. Na izhodu iz komore smo 
odvzeli vzorec in ga za dodatne analize shranili v plastično embalažo.  
 
3.3 ELEKTROKEMIČNA RAZGRADNJA 
 
Za povzročanje poškodb na cianobakterijah in ustavitev njihove delitve smo v 
laboratoriju uporabili elektrokemično oksidacijo. Spremljali smo rast cianobakterij, 
izgubo njihove plovnosti, stanje mukoznih ovojev, avtofluorescenco ter poškodbe 
dednega materiala. Uporabljali smo dva različna seva cianobakterij M. aeruginosa: 
enocelični sev PCC 7806 in NIES-843, ki se združuje v manjše agregate celic in ima 
bolj izraženo regulacijo plovnosti. Uporabljene so bile relativno visoke koncentracije 
celic (5·106 celic/ml), ki so omogočale učinkovito spremljanje številnih odzivov na 
celični in populacijski ravni, vključno s celično proliferacijo. 
 
3.3.1 Razgradnja majhnih volumnov vzorcev (50 ml)  
 
3.3.1.1 Razgradnja vzorca M. aeruginosa PCC 7806 
 
Elektrolitsko celico sestavljata z borom dopirana diamantna anoda (BDDA) (Condias, 
Germany) površine 8 cm2 ter enako velika katoda iz nerjavečega jekla. Razdalja med 
elektrodama je bila 1,96 mm, delovni volumen 1,6 ml. Delali smo pri konstantni gostoti 
toka 10 mA/cm2 z uporabo laboratorijskega napajalnika GSP-4303 (Gwinstek, 
Kitajska). BDD plošča ima podlago iz niobija, prevlečena pa je s prevodnim 
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polikristalnim diamantnim slojem, pri čemer je bila prevodnost BDD povečana z 
dodatkom bora. Površino BDD smo pred vsakim postopkom elektrokemične obdelave 
očistili z uporabo etanola Mili-Q water in nato še medija Jaworski. Za kroženje 
suspenzije skozi elektrolitsko celico smo uporabili peristaltično črpalko Dynamax RP-1 
(Rainin, ZDA) s konstantnim pretokom 10 ml/min.  
 
Skozi delujočo elektrolitsko celico s peristaltično črpalko smo prečrpavali kulturo 
cianobakterij v suspenziji medija Jaworski iz ene v drugo bučko. Učinkovali smo z 
različnimi dolžinami oziroma časi izpostavitve: en prehod preko elektrolitske celice 
(elektro-oksidacijski čas 9,5 s), pet prehodov (elektro-oksidacijski čas 47,5 s) in deset 
prehodov (elektro-oksidacijski čas 95,0 s). Negativno kontrolo je predstavljala osnovna 
celična kultura, pozitivno pa celična kultura, ki je bila prečrpana skozi ugasnjeno 
elektrolitsko celico. Vsi poskusi so bili izvedeni v treh ponovitvah.  
 
3.3.1.2 Razgradnja vzorca M. aeruginosa NIES 
 
Vzorce smo obdelovali na enak način kot v primeru enoceličnega seva M. aeruginosa 
PCC7806, le da smo za obdelovanje izbrali samo en elektroksidacijski čas, ki je 
odgovarjal petim prehodom skozi elektrolitsko celico. Začetna koncentracija, ki smo jo 
uporabili za poskus, je bila 5·106 celic/ml. 
 
3.3.2 Razgradnja večjih volumnov vzorcev  (500 ml) 
 
Poskuse smo ponovili z elektrolitsko celico, ki je omogočila prečrpavanje večjih 
volumnom (500 ml). Večji volumni obdelane kulture cianobakterij so pomenili tudi 
prilagoditve analiz, ki zahtevajo večje volumne.  
 
Učinek elektrokemične razgradnje smo proučevali na sevu M. aeruginosa PCC 7806. 
Kot negativno kontrolo smo uporabili neobdelane celice. 500 ml suspenzije s 
koncentracijo celic 4·106/ml smo prečrpali preko elektrolitske celice s konstantnim 
pretokom 75 ml/min s peristaltično črpalko Masterflex EW-07.553-75 (Cole-Parmer, 
ZDA). Tretirali smo v šaržnem načinu. Celotna razgradnja je bila sestavljena iz petih 
prehodov preko elektrolitske celice. Elektro-oksidacijski čas je bil 48 s. Po razgradnji 
smo vzorce hranili 72 ur pri naravni svetlobi in sobni temperaturi. Učinkom smo sledili 
z merjenjem fluorescence, številom celic, koncentracijo CHL in PC ter določitvijo 
skupnih in prostih mikrocistinov. Meritve s CHL in PC senzorjem fluorescence so bile 
opravljene pred elektrokemično obdelavo in po njej. Fluorescenco smo spremljali 72 ur. 
Za razliko od zgornjih poskusov smo za kvantifikacijo fitoplanktona uporabili stekleno 
merilno komoro, s čimer smo zagotovili svetlobo med samim merjenjem. Rezultati 
koncentracije PC so bili izračunani po Lee in sod. (1994). Poskus smo ponovili trikrat.  
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3.4 TESTIRANJE RAZLIČNIH PROTOKOLOV ZA EKSTRAKCIJO PC 
 
Eden od namenov naloge je bil določiti gostoto cianobakterij in drugega fitoplanktona v 
vzorcu oziroma vodnem telesu z uporabo PC in CHL senzorja fluorescence. 
Fluorescenca pigmentov je izmerjena v relativnih enotah, ki pa ne omogočajo 
primerjave z drugimi že obstoječimi limnološkimi podatki. Zato smo vzporedno z 
meritvami fluorescence izvajali tudi standardne metode kvantifikacije in preučili 
odvisnost med njimi in jakostjo fluorescence PC in CHL. Določevali smo koncentracije 
CHL in PC, naredili taksonomske analize in določevali biovolumen posamezne vrste. 
Ker ekstrakcija PC ni standardizirana metoda, smo testirali tri različne protokole 
ekstrakcij. Za testiranje smo uporabili M. aeruginosa PCC 7806. Vse poskuse smo 
ponovili trikrat. Razlika med najmanjšo in največjo koncentracijo PC, ki smo ga 
ekstrahirali po različnih protokolih in preračunali po isti enačbi, je bila 17 % v primeru 
enačbe 7 ter 18 % in 17 % po preračunih z enačbo 8 in 9. Razlike v koncentraciji PC ob 
uporabi različnih metod niso bile statistično značilne (p > 0,1). Razlike med izračuni 
koncentracije PC med enačbo 7 ter 8 in 9 so bile približno 6 % in so statistično značilne 
(p < 0,05), medtem ko razlike med izračuni koncentracije po enačbi 8 in 9 niso bile 
statistično značilne (p < 0,05) (slika 12).  
 
Kot negativno kontrolo smo uporabili zeleno algo D. communis, ki ima podoben 
biovolumen kot M. aeruginosa, a ne vsebuje PC. Negativna kontrola je znašala od 17 do 
33 % vrednosti koncentracije PC v vzorcih M. aeruginosa (slika 14). Da bi zmanjšali 
precenjenost koncentracije PC zaradi nespecifične motnosti, smo enačbe za preračun 
koncentracij PC priredili na enak način kot pri preračunih vsebnosti ekstrahiranega CHL 
a, kjer se absorbanca pri 750 nm, ki je pokazatelj motnosti vzorca, odšteje. 
 
PC [mg/L]=
((A620−A750)-0.7×(A650 −𝐴750))×Ve
7.38×Vs×d
     … (11) 
   
 
PC [mg/L]=
((A615-A750)-0.474×(A652-A750))×Ve
5.34×Vs×d
     … (12) 
 
 
PC [mg/L]=
(198×(A620-A750)-133×(A650-A750)-0.190×(A565-A750))×Ve
Vs×d
   … (13) 
 
Z uporabo prirejenih enačb smo lažno koncentracijo PC v vzorcu zelenih alg zmanjšali 
za 3,6- do 5-krat. Razlike v koncentracijah, izračunanih po prvotnih in prirejenih 
enačbah, so bile statistično značilne (p < 0,01). Vrednosti so bile odvisne od 
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uporabljene enačbe. Zmanjšanje koncentracije PC v vzorcu M. aeruginosa je bilo okoli 
10 %. Zmanjšanje vrednosti PC ob uporabi različnih prirejenih enačb ni bilo statistično 
značilno, razen v primeru druge metode (B) z uporabo enačbe 12 in 13. 
 
 
 
 
Slika 14: Primerjava različnih metod za ekstrakcijo in treh različnih enačb za preračun koncentracije PC. 
Standardne enačbe (E7, E8, E9) smo primerjali s prirejenimi enačbami (E11, E12, E13), pri katerih smo 
odšteli absorbanco pri 750 nm, ki kaže nespecifično motnost vzorca. Kot negativna kontrola je služil 
vzorec zelenih alg, ki ne vsebuje PC. Prikazana sta povprečje in standardna deviacija, poskus smo 
ponovili trikrat. 
Figure 14: Comparison of PC extraction methods using three different protocols and three different 
equations. Standard equations (E7, E8, E9) were compared with modified equations (E11, E12, E13), 
where we subtracted the absorbance at 750 nm, which is indicative for nonspecific turbidity. Average 
value and standard deviation are shown, measurements were done in triplicates.  
 
3.5 KVANTIFIKACIJA CIANOBAKTERIJ IN OSTALEGA FITOPLANKTONA 
V LABORATORIJSKIH VZORCIH  
 
Za primerjavo fluorescenčnega signala z biovolumni in vsebnostjo CHL in PC smo 
uporabili dve aksenični celični kulturi zelenih alg (C. vulgaris, D. communis) in tri 
cianobakterijske vrste (M. aeruginosa PCC 7806, M. aeruginosa PCC 7005 in A. 
platensis), ki se razlikujejo po obliki, velikosti celic, sestavi celične membrane oziroma 
stene ter količini in sestavi pigmentov, ki sodelujejo v procesu fotosinteze. Razlika v 
obliki in velikosti celice med sevoma M. aeruginosa (PCC 7005, ki ne proizvaja 
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mikrocistina, in PCC 7806, ki sintetizira mikrocistin) je zanemarljiva. Pri obeh sevih gre 
za enocelične sferične organizme. Povprečna velikost celice PCC 7806 je 30.46 ± 13.77 
µm3, PCC 7005 pa 21.25 ± 8.33 µm3. Medtem ko je vsebnost CHL pri sevu PCC 7806 
približno 1,5-krat višja, je koncentracija PC na celico 10-krat večja (0.75 ± 0.1 pg/celico 
pri PCC 7806 in 0.08 ± 0.02 pg/celico pri PCC 7005). Cianobakterija A. platensis je 
filamentozna, velikost celice je 163 ± 63 µm3, vsebnost PC je 6-krat večja kot pri M. 
aeruginosa PCC 7806. Čeprav je zelena alga C. vulgaris podobne velikosti kot M. 
aeruginosa, je vsebnost CHL precej nižja (0.044 ± 0.003 pg/celico). D. communis, ki 
tvori cenobije, majhne kolonije (velikost celic je 102.78 ± 64.87 µm3), ima največjo 
vsebnost CHL (2.2 ± 0.1 pg/celico).  
 
3.5.1 Fluorescenca CHL različnih laboratorijskih vrst 
 
Odvisnost med jakostjo fluorescence CHL, izraženo v relativnih enotah (r.e.), in 
celičnim biovolumnom izbranih cianobakterijskih in algnih vrst je linearna (slika 15). 
Naklon regresijske premice je večji pri zelenih algah kot pri cianobakterijah.  
 
Naklon pri C. vulgaris je kljub nižji vsebnosti CHL in podobnemu biovolumnu večji kot 
pri M. aeruginosa PCC 7005. Relativna fluorescenca CHL, preračunana na celico, kaže 
na velike razlike med cianobakterijami in zelenimi algami. Za razliko od zelenih alg so 
vse tri cianobakterijske vrste s povečanjem njihovega biovolumna pokazale le malo 
povečano intenziteto fluorescence CHL, čeprav velikost alg in cianobakterij ni nujno 
drugačna (slika 15). Redčenje in meritve kultur pri različnih koncentracijah smo izvedli 
trikrat. Prikazan je tipičen odnos med fluorescenco CHL in celokupnim biovolumnom 
petih akseničnih laboratorijskih kultur. 
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Slika 15: Odvisnost fluorescence CHL od celokupnega biovolumna (BioV.) petih akseničnih 
laboratorijskih kultur. Suspenzija vsake kulture je bila postopoma redčena na 1000 celic/ml. 
Figure 15: Relationship between CHL fluorescence and total biovolume (BioV.) of five axsenic 
laboratory cultures. The suspension of each culture was gradually diluted to 1000 cells/ml.  
 
3.5.2 Fluorescenca PC različnih laboratorijskih sevov in motnja PC 
senzorja 
 
Jakost fluorescence PC je bila merjena sočasno s fluorescenco CHL. Fluorescenco PC 
smo primerjali s celokupnim biovolumnom (slika 16). Podobno kot pri CHL, je 
odvisnost med fluorescenco PC in biovolumnom linearna z različnimi nakloni 
regresijske premice za posamezno cianobakterijsko vrsto. Povečanje fluorescence PC je 
bilo večje pri M. aeruginosa PCC 7005 kot pri 7806, čeprav je bila vsebnost PC v 
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celicah M. aeruginosa PCC 7005 nižja. Bolj primerljiv naklon regresijske premice 
imata filamentozna A. platensis in sferični M. aeruginosa PCC 7806 (slika 16). 
Fluorescenco PC smo določevali tudi v kulturah zelenih alg, ki ne vsebujejo PC. Pri 
predstavnikih zelenih alg in cianobakterij se kaže linearen odnos med koncentracijo 
ekstrahiranih pigmentov oziroma biomaso in fluorescenco pri obeh senzorjih. Pri 
cianobakterijah sta fluorescenci CHL in PC v istem velikostnem razredu, medtem ko pri 
zelenih algah zaznamo močno fluorescenco CHL in majhen signal iz PC senzorja. Pri 
majhni, enocelični, sferični celici C. vulgaris je bila fluorescenca PC nižja kot pri večji 
D. communis, ki tvori cenobije (majhne kolonije). Povečanje fluorescence PC sledi 
povečanju biovolumna zelenih alg, vendar jakost signala PC senzorja nikoli ne preseže 
1 % signala, izmerjenega s CHL senzorjem (slika 17). Redčenje in meritve kultur pri 
različnih koncentracijah smo izvedli trikrat. Prikazan je tipičen odnos med fluorescenco 
PC in celokupnim biovolumnom petih akseničnih laboratorijskih kultur. 
 
Z uporabo senzorjev za merjenje fluorescence zaznavamo koncentracije cianobakterij, 
ki se pri cvetenju pojavljajo v naravnih razmerah in ki so nižje od koncentracij, za 
katere Mednarodna zdravstvena organizacija ocenjuje, da že predstavljajo verjetnost 
zdravstvenih težav (WHO, 2003). 
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Slika 16: Odvisnost fluorescence PC od celokupnega biovolumna (BioV.) petih akseničnih laboratorijskih 
kultur. 
Figure 16: Relationship between PC fluorescence and total biovolume (BioV.) of five axenic laboratory 
cultures.  
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Slika 17: Fluorescenca PC in CHL zelenih alg v odvisnosti od biovolumna. Fluorescenca PC – oranžna 
črta – in fluorescenca CHL – zelena črta – zelenih alg, D. communis in C. vulgaris v odvisnosti od 
biovolumna. Razmerje med fluorescenco PC in CHL je približno 1:100. 
Figure 17: Relationship between PC (orange line) and CHL fluorescence (green line) of green algae, D. 
communis and C. vulgaris, and biovolume. Ratio between PC and CHL fluorescence is about 1:100. 
 
3.6 KVANTIFIKACIJA CIANOBAKTERIJ IN OSTALEGA FITOPLANKTONA 
V NARAVNIH VZORCIH 
 
3.6.1 Koseški bajer  
 
Z rezultati meritev na Koseškem bajerju smo raziskali odvisnost med fluorescenco CHL 
in biovolumnom ter omogočili možnost napovedovanja biovolumna iz fluorescence 
CHL. Jakost fluorescence PC in CHL smo primerjali z biovolumnom fitoplanktona iz 
Koseškega bajerja. Sezonski dinamiki spreminjanja fitoplanktopnske populacije z 
vidika koncentracije in vrstne sestave smo sledili od začetka maja do konca septembra v 
letih 2014 in 2015 (slika 18 A). Najvišji biovolumen fitoplanktona je bil v obeh letih 
avgusta; leta 2015 so bile vrednosti višje kot 2014. Izmerjena jakost fluorescence CHL 
je sledila biovolumnu celotne fitoplanktonske populacije (slika 18 B). 
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Slika 18: Sezonsko spreminjanje fluorescence CHL in skupnega biovolumna fitoplanktona (BioV.) na 
Koseškem bajerju od začetka maja do konca septembra 2014 (A) in 2015 (B). 
Figure 18: Seasonal changes of CHL fluorescence and total biovolume of phytoplankton in the Koseze 
Pond, measured from the beginning of May to the end of September 2014 (A) and 2015 (B). 
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V celotnem obdobju spremljanja fitoplanktonske populacije so meritve fluorescence 
CHL pokazale visoko korelacijo (r = 0,95, n = 21 za leto 2014 in r = 0,92, n = 18 za leto 
2015) s fitoplanktonskim biovolumnom (slika 18 A, B). Večina meritev, izvedenih v 
letu 2015, je znotraj predikcijskega intervala meritev iz leta 2014 (slika 18, slika 19).  
 
 
Slika 19: Fluorescenca CHL v odvisnosti od celokupnega biovolumna fitoplanktona (BioV). Modri krogci 
predstavljajo vzorce, ki so bili odvzeti in analizirani v letu 2014, prazni krogci pa predstavljajo vzorce iz 
leta 2015. 
Figure 19: CHL fluorescence as a function of total phytoplankton biovolume (BioV). Blue circles 
represent samples taken from Koseze Pond in the 2014 season and hollow circles samples from the 2015 
season 
 
V letu 2014 smo stanje Koseškega bajerja kljub njegovi majhnosti spremljali na 
različnih lokacijah, da bi pridobili informacije o prostorski porazdelitvi fitoplanktona. 
Analize so pokazale, da je to stanje homogeno, med lokacijami ne prihaja do statistično 
značilnih razlik. Vrednost p za primer jakosti fluorescence CHL je 0,99 (slika 20). V 
spodnji tabeli so prikazani še ostali parametri glede na lokacijo merjenja in p vrednosti 
(preglednica 3).  
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Slika 20: Prostorski in časovni prikaz vrednosti fluorescence CHL Koseškega bajerja. Različne barve 
označujejo različne jakosti fluorescence. Točke A-G predstavljajo lokacijo zajetega vzorca.  
Figure 20: Spatial and temporal distribution of CHL fluorescence in the Koseze Pond. Different colours 
indicate different fluorescence values. Points A-G represent the sampling locations. 
 
Preglednica 3: ANOVA test za izmerjene parametre na izbranih lokacijah Koseškega bajerja. 
Table 3: ANOVA test for measured parameters on the Koseze Pond. 
Parameter P vrednost 
CHL senzor Cyclops 0,9981 
Temperatura vode 0,9896 
pH 0,8915 
Elektroprevodnost 0,9949 
TDS 0,9966 
Secchijeva globina 0,9203 
Motnost 0,8614 
PC senzor Cyclops 0,9287 
Ekstrakcija PC 0,9527 
Ekstraksija CHL 0,9991 
Koncentracija kisika 0,8921 
 
Analizirali smo tudi odvisnost med jakostjo fluorescence PC in biovolumnom. 
Koncentracije cianobakterij so bile v obeh letih spremljanja stanja Koseškega bajerja 
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nizke. Vrednosti so bile večino časa pod 1 % vrednosti fluorescence CHL, podobno kot 
smo določili pri laboratorijskih vzorcih zelenih alg.  
 
Korelacijski koeficient med biovolumnom cianobakterij in jakostjo fluorescence PC je 
0,47. Najvišji delež biovolumna cianobakterij je bil v začetku septembra. Na jakost 
fluorescence PC pa je vplival celoten biovolumen oziroma koncentracija ostalega 
fitoplanktona. Koeficient korelacije med biovolumnom celotnega fitoplanktona in 
jakostjo fluorescence PC je 0,86. Visok korelacijski koeficient kaže na to, da na 
fluorescenco PC vpliva tudi prisotnost ostalega fitoplanktona. Višji ko je biovolumen 
fitoplanktona, višja je jakost fluorescence PC.  
 
 
Slika 21: Časovno spreminjanje biovolumna cianobakterij leta 2014. Prikazane so vrednosti biovolumna 
cianobakterij (CB, desna os, oranžna barva) in jakost fluorescence PC (leva os, modra barva) na lokaciji 
G. 
Figure 21: Seasonal changes of cyanobacterial biovolume in the 2014. Cyanobacteria biovolume (right, 
orange colur) and PC fluorescence (left, blue colur) were measured at G point in Koseze Pond.  
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Slika 22: Časovno spreminjanje biovolumna celotnega fitoplanktona v letu 2014. Prikazane so vrednosti 
biovolumna fitoplanktona (desna os, oranžna barva) in jakost fluorescence PC (leva os, modra barva) na 
lokaciji G (sredinska točka bajerja). 
Figure 22: Seasonal changes of total phytoplankton biovolume in 2014. Phytoplankton biovolume (right, 
orange line) and intensity PC fluorescence (left, blue line) were measured at G point in Koseze pond. 
Zaradi nizke koncentracije cianobakterij in posledično nezanesljivih ekstrakcij, le-teh 
nismo opravljali v mesecu maju in juniju 2015. Vrednosti so bile večinoma časa pod 1 
% vrednosti signala CHL senzorja fluorescence. Med biovolumnom cianobakterij in 
jakostjo fluorescence PC ni korelacije (slika 21). 
 
Sezonsko spreminjanje fitoplanktonske populacije in stabilnost meritev s CHL 
senzorjem fluorescence sta pokazala zanimive rezultate. Korelacija med jakostjo 
fluorescence CHL in celokupnim biovolumnom je ostala visoka v celotnem obdobju 
spremljanja (slika 22) kljub sezonskemu spreminjanju vrstne sestave fitoplanktona 
(slika 23) V sezoni 2014 je v drugem tednu julija prišlo do velike spremembe v vrstni 
sestavi, zelo je naraslo število nitastih zelenih alg Planctonema lauterbornii 
(Trebouxiophyceae). Ta vrsta je prevladovala tudi v poletni sezoni leta 2015 (slika 
23B). Taksonomske analize od leta 2014 in 2015 so pokazale, da je populacija 
cianobakterij komaj dosegla 2 % celotnega biovolumna (povprečno 0,45 %, območje 
0,04–2,82 % za leto 2014, in povprečje 0,41 %, območje 0,01–2 % za leto 2015).  
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Slika 23: Sezonsko spreminjanje vrstne sestave. Prikazani so relativni biovolumni (BioV.) petih najbolj 
zastopanih razredov fitoplanktona v Koseškem bajerju od maja do septembra 2014 (A) in 2015 (B). 
Razred Trebouxiophyceae je predstavljala vrsta Planctonema lauterbornii. 
Figure 23: Seasonal dynamics of the relative phytoplankton biovolume (BioV.) of five main 
phytoplankton classes in Koseze Pond from May until September in 2014 (A) and 2015 (B). The class 
Trebouxiophyceae was represented by the species Planctonema lauterbornii. 
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3.6.2 Blejsko jezero 
 
V Blejskem jezeru se cianobakterije pojavljajo na različnih globinah, odvisno od letnega 
časa in temperatur vode. Metalimnijsko pojavljanje cianobakterij je zahtevalo drugačen 
sistem merjenja z uporabo črpalke in cevi, s katerima smo v merilno komoro prečrpavali 
jezersko vodo iz določene globine. Ker so se ob tem pojavljali zračni mehurčki, ki so 
povzročali motnje, smo spremenili delovanje metlice in upoštevali samo določene 
odseke signala med posameznimi brisi metlice. 
 
Stanje Blejskega jezera smo tako kot Koseški bajer spremljali v letu 2014 in 2015. V 
času homeotermije, ko cianobakterije niso bile zgoščene na določeni globini, so bile 
koncentracije prenizke za zaznavo s senzorji fluorescence.  
 
Večje koncentracije cianobakterij v globini smo izmerili v letu 2014, naslednje leto pa 
metalimnijskega porasta koncentracije cianobakterij nismo zaznali. V mesecu aprilu 
2015 se je pojavil površinski cvet vrste P. rubescens, ki smo ga še dodatno zgostili s 
planktonsko mrežo, da smo naredili meritve jakosti fluorescence CHL in PC pri 
različnih koncentracijah P. rubescens. 
 
Na grafih so prikazani rezultati meritev, kjer smo izmerili različna stanja pojava 
cianobakterijske vrste P. rubescens. Termoklina je na okoli 15 metrih globine. Najvišji 
signal PC fluorescence smo zabeležili na globini 13 metrov, najvišji signal CHL 
fluorescence pa je na manjši globini okoli 6 metrov (slika 24). 
 
Za Blejsko jezero smo izdelali globinske profile fluorescence s CHL in PC senzorjema, 
pa tudi temperaturni profil. Najvišje vrednosti fluorescence so se spreminjale s časom. 
Zelena črta (slika 24) predstavlja čas začetka stratifikacije. Najvišjo vrednost PC 
senzorja fluorescence (rumena črta) smo izmerili konec septembra 2014. Meritev, 
prikazana z modro črto na isti sliki, je bila narejena v času, ko se je temperatura v jezeru 
izenačevala, termoklina je manj izrazita, cianobakterije in alge pa so se razširile po 
večjem delu vodnega stolpca, zato je vrh na globini 11 metrov manj izrazit (slika 24). 
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Slika 24: Globinski profili Blejskega jezera v različnih časih. A: Meritve s PC senzorjem fluorescence. B: 
Meritve s CHL senzorjem fluorescence. C: Spreminjanje temperature z globino. 
Figure 24: The depth profiles measured in Lake Bled at different times: A: PC fluorescence. B: CHL 
fluorescence. C: temperature.  
 
Rezultati meritev različnih koncentracij P. rubescens s senzorji fluorescence kažejo 
dobro korelacijo. V vzorcu, ki smo ga dobili s horizontalnim potegom v marcu 2015, 
predstavlja namreč vrsta P. rubescens 99,25 % biovolumna. Ostale vrste imajo 
zanemarljiv delež biovolumna. Jakost fluorescence PC in CHL smo merili pri različnih 
biovolumnih. Korelacija med fluorescenco PC in biovolumnom P. rubescens je 0,99 
(slika 26). Korelacija med jakostjo fluorescence CHL in biovolumnom P. rubescens pa 
je 0,98 (slika 25). Odvisnost je v obeh primerih linearna v območju, v katerem so bile 
vrednosti globinskih profilov. 
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Slika 25: Odvisnost biovolumna fluorescence CHL od (BioV.). V celotnem izmerjenem območju (A) je 
bil odnos nelinearen. Na grafu B je prikazano območje, v katerem so bile vrednosti globinskih profilov. 
Odvisnost v tem delu je linarna (prikazano s črno črto). 
 
Figure 25: Relationship between CHL fluorescence and biovolume (BioV.). Relationship was non-linear 
(A). Graph B shows the relationship in the part of the range where the values from the depth profiles were 
measured. The linear regression line is shown in black.  
 
 
Figure 25: Relationship between biovolume and CHL fluorescence. Linear regression is shown with 
green line. 
A                                                                                         B 
        
 
Slika 26: Odvisnost fluorescence PC od biovolumna (BioV.). V celotnem izmerjenem območju (A) je bil 
odnos nelinearen. Na grafu B je prikazano območje, v katerem so bile vrednosti globinskih profilov. 
Odvisnost v tem delu je linarna (prikazano s črno črto). 
 
Figure 26: Relationship between PC fluorescence and biovolume (BioV.). Relationship was non-linear 
(A). Graph B shows the relationship in the part of the range where the values from the depth profiles were 
measured. The linear regression line is shown in black.  
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3.6.3 Ribnik v Hotinji vasi  
 
Ker v Koseškem bajerju v dveh letih spremljanja ni prišlo do pojava večjih koncentracij 
cianobakterij, smo dodatne meritve opravili v vzorcih iz ribniku v Hotinji vasi, kjer so 
bile koncentracije cianobakterij velike.  
 
Na vzorcih iz ribnika smo preverili odvisnost med biovolumnom fitoplanktona in 
koncentracijo ekstrahiranega PC ter jakostjo fluorescence PC in CHL. Rezultati 
izkazujejo linearno odvisnost med fluorescenco PC in CHL ter biovolumnom oziroma 
ekstrahiranim PC in CHL. Korelacije so v obeh primerih zelo visoke (slika 27). 
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Slika 27: Odvisnost biovolumna in ekstrahiranega CHL oziroma PC od jakosti fluorescence za primer 
Hotinje vasi. A – Odvisnost biovolumna cianobakterij (označeno z modrimi krogi) oziroma ekstrahiranim 
PC (označeno z oranžnimi kvadrati) od jakosti fluorescence PC. B – Odvisnost celokupnega biovolumna 
(označeno z zelenimi krogi) oziroma ekstrahiranim CHL (označeno z oranžnimi kvadrati) od jakosti 
fluorescence CHL. Regresijska premica za biovolumen je označena z zeleno oziroma, za ekstrahiran 
pigment pa z oranžno prekinjeno črto.  
 
Figure 27: Relationship between biovolume,  extracted PC or CHL and PC fluorescence in the case of 
pond in Hotinja vas. A- Relationship between cyanobacteria biovolume (marked with blue circles) or the 
extracted PC (marked with orange squares) and PC fluorescence B- Relationship between biovolume 
(marked with green circles) or extracted CHL (indicated with orange squares) and CHL fluorescence . 
Linear regression for biovolume is shown with green or blue line and for extracted pigment with orange 
broken line.  
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3.7 FLUORESCENCA CHL IN PC NA CIANOBAKTERIJSKEM NARAVNEM 
VZORCU 
 
Analizirali smo 5 vzorcev vode iz Hotinje vasi. Biovolumen cianobakterij je bil med 53 
in 81 % celotnega biovolumna fitoplanktona. Čeprav je korelacija med fluorescenčnim 
signalom CHL in biovolumnom ostala visoka (r = 0,96), je bil naklon regresijske 
premice mnogo nižji kot v primeru Koseškega bajerja (0,6 v primerjavi z 1,6). 
Korelacija med fluorescenco PC in cianobakterijskim biovolumnom in signalom PC 
senzorja ter ekstrahiranim PC je bila 0,95 oziroma 0,93. Razmerje med fluorescenco 
CHL in PC ali relativna fluorescenca je zanesljiv pokazatelj pojava cianobakterij v vodi. 
S povečanjem deleža cianobakterij v naših okolijskih vzorcih se relativna fluorescenca 
zmanjšuje. 
 
S senzorji fluorescence, nameščenimi na plavajočo mobilno ploščad, ki ima možnost 
avtonomnega plutja po v naprej določeni poti na vodnem telesu (slika 11), smo merili 
fluorescenco CHL in PC. Plovilo preko GSM komunikacije v realnem času javlja vse 
izmerjene podatke in koordinate vzorčenja. Tak sistem omogoča spremljanje 
fitoplanktonske populacije z visoko prostorsko in časovno ločljivostjo. Rezultati so 
prikazani na orisu vodnega telesa kot ploščinski profil meritev PC in CHL, kjer je vsak 
prostorski kvadratek določen z zemljepisno širino in dolžino in z barvo, ki predstavlja 
napetost oziroma relativne enote senzorja. 
 
3.7.1 Meritve s plovilom na Koseškem bajerju  
 
Plovilo je za pregled jezera potrebovalo 25 minut. Na slikah so prikazani rezultati iz 
sredine junija in julija leta 2015. Razvidna je velika sprememba fitoplanktonske 
populacije v kratkem časovnem razmiku enega meseca (slika 28, slika 29). 
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Slika 28: Ploščinski profil meritev PC in CHL senzorja na Koseškem bajerju dne 17. 6. 2015. 
Figure 28: Surface profile of PC and CHL fluorescence values on the Koseze pond on June 17, 2015  
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Slika 29: Ploščinski profil meritev PC in CHL senzorja na Koseškem bajerju dne 17. 7. 2015. 
Slika 29: Surface profile of PC and CHL fluorecence values on the Koseze pond on July 17, 2015 
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3.7.2 Meritve s plovilom na ribniku v Hotinji vasi  
 
Plovilo je za pregled jezera potrebovalo 15 minut. Na sliki 30 je prikazan oris ribnika v 
Hotinji vasi z označeno potjo plovbe in točkami, kjer so bile izvedene meritve s PC in 
CHL senzorjem. Posamezni kvadranti, veliki okoli 100 m2, prikazujejo povprečne 
vrednosti in standardne deviacije meritev s PC senzorjem.  
 
Analiza podatkov je pokazala, da je razporeditev fitoplanktona v vodnem telesu 
homogena (slika 30). 
 
 
Slika 30: Rezultati meritev, opravljenih z robotskim plovilom. Prikazane so povprečne vrednosti in 
standardne deviacije meritev s PC senzorjem.  
 
Figure 30: Measurment of PC fluorescence with robotic vessel. Average values and standard deviations 
are shown. 
 
Rezultate meritev s senzorji, ki so kazali na prevlado cianobakterij, smo preverili z 
določitvijo vrstne sestave fitoplanktona in izračunom biovolumnov posameznih vrst. 
Taksonomska analiza je pokazala pravilnost predvidevanja glede na meritve, opravljene 
s senzorji. Delež biovolumna cianobakterij je znašal 67 % celotnega biovolumna 
fitoplantona oziroma 5,81 mm3/l. Prevladovali sta cianobakterijski vrsti M. aeruginosa 
ter M. viridis, v vzorcu pa je bila tudi Dolichospermum flos-aque. 
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3.8 SPREMLJANJE FIZIOLOŠKEGA STANJA CIANOBAKTERIJ ZARADI 
ELEKTROKEMIČNE OBDELAVE 
 
V prejšnjih podpoglavjih so prikazani rezultati kvantifikacije cianobakterij in ostalega 
fitoplanktona s sočasno uporabo CHL in PC senzorja fluorescence. V podpoglavju 
kvalifikacije pa so prikazani rezultati spremljanja fiziološkega stanja oziroma stresa 
cianobakterij, ki smo ga povzročili z elektrokemično oksidacijo. Definirane so celične 
spremembe in drugi vplivi elektrokemične obdelave na cianobakterijsko populacijo in 
odraz le-teh na jakost fluorescence PC in CHL. Za določitev primernosti uporabe 
elektrokemične oksidacije kot metode nadzora cianobakterijske populacije smo 
spremljali tudi koncentracijo cianobakterijskih toksinov. Vse poskuse z uporabo 
elektrolitkse celice smo ponovili trikrat. Razen v primeru časovnega poteka 
spreminjanja signala fluorescence, kjer je prikazan tipičen signal, so predstavljena 
povprečja in standardne deviacije. 
 
3.8.1 Število celic in ustavitev njihove delitve  
 
Kulturo cianobakterije vrste M. aeruginosa PCC 7806 z gostoto celic 5·106 smo tretirali 
z elektrolitsko celico. Ustavitev delitve celic M. aeruginosa PCC 7806 je bila zaznana 
že po enem prehodu preko elektrolitske celice (elektrooksidacijski čas 9,5 s). Bolj 
opazen učinek je bil po 5 prehodih (elektrooksidacijski čas 47,5 s), medtem ko je deset 
prehodov (elektrooksidacijski čas 95,0 s) povsem ustavilo delitev celic. Statistično 
značilen upad števila celic drugi dan po učinkovanju z desetimi prehodi kaže na 
verjetnost celične lize. Opazili smo dvodnevni zamik delitev celic po tretiranju, razen 
pri najvišjem elektrooksidacijskem času, kjer nadaljnja delitev v času opazovanja ni bila 
vidna (slika 31).  
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Slika 31:Inhibicija delitev celic M. aeruginosa PCC 7806 po elektrokemični oksidaciji. Uporabili smo tri 
različne elektrooksidacijske čase (9,5, 47,5, 95 s). Zvezdica označuje statistično značilno razliko (p < 
0,05), primerjano z dnevom 0. 
Figure 31: Inhibition of proliferation of M. aeruginosa PCC 7806 exposed to electrochemical oxidation at 
three different electro-oxidation times (9.5, 47.5, 95.0 s). Asterisk indicates statistically significant 
difference (p < 0.05) compared to day 0.  
 
3.8.2 Vpliv elektrokemične obdelave na regulacijo plovnosti in 
mukozni ovoj 
 
3.8.2.1 Vpliv na M. aeruginosa PCC 7806 
Sev PCC 7806 v laboratorijskih pogojih tvori enocelično suspenzijo in slabše uravnava 
plovnost kot sevi, ki so sposobni tvorbe agregatov. Posamezne celice seva PCC 7806 so 
obdane s tankim mukoznim ovojem. Izguba plovnosti je bila sorazmerna številu 
prehodov skozi elektrolitsko celico oziroma elektrooksidacijskemu času. Petinštirideset 
odstotkov netretiranih celic se je po 24 urah v temi posedlo na dno ozke steklene čaše. 
Po enem prehodu je bil ta delež 51 %, po petih prehodih 72 % in po desetih prehodih 77 
%. Po 48 urah v temi so se deleži povečali na 58 % pri kontroli, 62 % pri enem prehodu, 
81 % po petih prehodih in 90 % po desetih prehodih (slika 31, slika 32). 
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Slika 32: Delež posedenih celic v kontroli in 24 oziroma 48 ur po elektrokemični oksidaciji. Uporabili 
smo tri različne elektrooksidacijske čase (9,5, 47,5, 95 s).  
Figure 32: Sedimentation of PCC 7806 cells for the control and after electrochemical oxidation for 9.5 s, 
47.5 s and 95.0 s, and sedimentation in the dark for 24 and 48 hours. 
 
3.8.2.2 Vpliv na NIES-843  
 
Posledica elektrokemičnega učinkovanja sta homogenizacija mukopolisaharidnega 
ovoja in posledična denudacija celic. Učinek je bil dosežen po petih prehodih skozi 
elektrolitsko celico. V kontroli, ki je bila 24 ur v temi, so celice postale bolj plovne in so 
se zbirale na površini, medtem ko so bile celice, izpostavljene dnevni svetlobi, 
enakomerno razporejene. Po petih prehodih (elektrooksidacijski čas 47,5 s) je prišlo do 
popolne izgube plovnosti ne glede na svetlobne pogoje (preglednica 4). Elektrokemično 
učinkovanje je vplivalo tudi na zmanjšanje mukuznega ovoja (slika 34). 
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Preglednica 4: Razporeditev kontrolnih in tretiranih NIES 843 celic. Elektrooksidacijski čas je bil 47,5 s. 
Suspenzijo celic v steklenih valjih smo pustili 24 ur v popolni temi ali pa na dnevno/nočnem ciklu. 
Odebeljene številke označujejo splošno nagnjenje razporeditev celic. 
Table 4: The distribution of control and treated (47.5 s electro-oxidation time) NIES-843 cells. The cell 
suspensions were left undisturbed in the glass tubes for 24 hours, exposed to natural 24 h day/night 
conditions and for additional 24 hours in complete dark conditions.  
 
Položaj po 24 
urah 
Število celic (·106 celic/ml) 
Svetloba Tema 
Kontrola Tretirane Kontrola Tretirane 
Vrh 4,9 0,012 7,6 0,036 
Sredina 3,3 0,012 0,065 0,015 
Dno 5,2 7,2 0,18 4,2 
 
A                                                            B 
                    
Slika 33: Fotografija posedanja seva NIES 843. A – Levo na sliki je enakomerna razporeditev celic na 
dnevni svetlobi pred elektrooksidacijo (elektrooksidacijski čas 47,5 s) desno pa po njej. B – Levo je 
kontrolni vzorec, ki je bil 24 ur v temi, desno pa tretiran vzorec po 24 urah v temi.  
Figure 33: Cell buoyancy of NIES-843 strain after exposure to BDD electro-oxidation. A – Left image 
shows uniform distribution of daylight-exposed cell culture before electro-oxidation and on the right loss 
of buoyancy after treatment (electro-oxidation, 47.5 s). B – On the left NIES-843 cells maintained in 
completely dark conditions 24 hours and right cells left undisturbed for 24 hours in the dark after electro-
oxidation. 
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Slika 34: Mikrofotografija celic M. aeruginosa, barvanih z indijskim črnilom. A – netretirane, B – 
tretirane celice. Vidna je sprememba v zmanjšanju mukusnega ovoja pri tretiranih celicah. Merilce je 10 
µm. 
Figure 34: Microphotography of M. aeruginosa cells dyed with Indian ink. A  –untreated, B – treated 
cells. Reduction in the volume of the mucous can be seen in the treated cells. Scale 10 µm. 
 
3.8.3 Avtofluorescenca in barvanje dednega materiala  
 
Mikrofotografije so razkrile tri tipe celic: dva tipa v kontrolni skupini in tretjega v 
tretirani (elektrooksidacijski čas 47,5 s), kjer imajo celice sicer normalen videz, pod 
fluorescenco pa opazimo, da je površina nukleoida manjša ter da je avtofluorescenca 
šibkejša. Po elektrooksidaciji ima večina celic, pri katerih je še prisotna 
avtofluorescenca, večji premer kot v kontrolni skupini (slika 35).  
 
Izpostavljenost cianobakterij M. aeruginosa elektrokemični oksidaciji znižuje celično 
proliferacijo in lahko vodi tudi v celično smrt. Stopnja poškodbe je odvisna od števila 
prehodov (kontaktnega časa) v elektrolitski celici. Pri sprejemljivih poškodbah se je 
proces celičnih delitev nadaljeval po 48 urah. Zasledili smo tri oblike poškodb: 
nabrekanje celic, krčenje celic, izguba avtofluorescence ter izguba homogenosti 
nukleoida, kar kaže na izgubo kromatinske strukture zaradi odvijanja DNK.  
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Slika 35: Mikrofotografije poškodb na morfološkem, fiziološkem (avtofluorescenca) in DNK 
(morfologija nukleoida) nivoju. Zgornje (A, B, C) mikrofotografije prikazujejo celice v kontroli, spodnje 
(D, E in F) pa tretirane celice (elektrooksidacijski čas 47,5 s). A, D: fazni kontrast; B, E: 
avtofluorescenca; C, F: fluorescenca nukleoida obarvanega s SYBR Green barvilom; Puščice označujejo 
normalne, konice puščic pa poškodovane celice. Merilce je 10 µm (Meglič in sod., 2017). 
Figure 35: Images of damage determination at the morphological, physiological (autofluorescence), and 
DNA (nucleoid morphology) levels. Microphotography of the same areas of PCC 7806 cells for the 
control (A, B,  C) and after treatment (electro-oxidation time 47.5 s) (D, E, F) through the BDDA 
electrolytic cell; phase contrast (A, D); autofluorescence (B, E); SYBR Green nucleoid staining (C, F). 
Arrows indicate normal cells and arrowheads indicate heavily damaged cells. 
 
Preglednica 5: Ocena poškodb celic po tretiranju z BDD elektrodo (elektrooksidacijski čas 47,5 s). Na 
osnovi avtofluorescence smo pregledali in izmerili vsaj 100 naključno izbranih celic. 
Table 5: Evaluation of cell damages after BDDA electro-oxidation (electro-oxidation time 47.5 s). At 
least 100 randomly selected cells were discriminated on the basis of their autofluorescence and measured. 
Tip poškodbe Kontrola Tretirane 
Intaktne celice 91 % 2 % 
Brez avtofluorescence 9 % 74 % 
Nizka fluorescenca DNA 9 % 74 % 
Povečanje celičnega volumna Nismo zaznali 24 % 
Krčenje celic 9 % 74 % 
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3.9 FLUORESCENCA CHL IN PC PO TRETIRANJU V DALJŠEM ČASOVNEM 
OBDOBJU 
 
V primeru cianobakterijske vrste M. aeruginosa PCC 7806 in uporabe Cyclops 
senzorjev za spremljanje jakosti fluorescence CHL in PC, je razmerje med signaloma 
PC/CHL približno 1.  
 
Elektrokemično tretiranje z BDD elektrodami ima za posledico prehodno povečanje PC 
in manj izrazito povečanje CHL signala. Signal CHL doseže vrh 6 ur po tretiranju, 
signal PC pa štiri ure kasneje (slika 36). Po tem času se oba signala začneta nižati, 
medtem ko signala v kontroli rasteta. PC signal se je začel zmanjševati le 12 ur po 
elektrokemični obdelavi, 8 ur po tretiranju pa so vrednosti tretirane serije dosegle jakost 
signala, izmerjenega v kontroli. V preostalem delu opazovanja je bila jakost PC signala 
manjša v primerjavi s kontrolnimi vrednostmi. Jakost fluorescence CHL se je povečala 
le malenkost takoj po elektrokemični obdelavi in je dosegla jakost fluorescence CHL 
kontrolne serije 12 ur po elektrokemični obdelavi. Signal kontrolnih vzorcev se je med 
72 urnim opazovanjem enakomerno povečal, medtem ko se je fluorescenca CHL 
eksperimentalnih vzorcev zmanjšala (slika 36).  
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A 
 
B 
 
Slika 36: Spremembe v fluorescenci po elektrokemični obdelavi. Kontrolni in tretirani vzorec smo merili 
72 ur po elektrokemičnem tretiranju. Začetna koncentracija celic PCC 7806 je bila 4·106 celic/ml. A – 
fluorescenca PC, B – fluorescenca CHL. Prikazan je tipičen časovni potek signala fluorescence. 
Figure 36: Changes in the fluorescence after electrochemical treatment. The control and treated sample 
was measured for 72 hours after electrochemical treatment. The initial concentration of PCC 7806 cells 
was 4 x 106 cells/ml. A  – PC fluorescence, B –  CHL fluorescence. A typical time course is shown. 
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Padec fluorescence CHL in PC eksperimentalnih vzorcev po 72 urah je bil v skladu z 
nižjim številom celic in manjšo koncentracijo ekstrahiranega CHL in PC (slika 37Slika 
37). Število celic je pokazalo padec števila celic v eksperimentalni seriji takoj po 
tretiranju (t = 0). Poleg tega se je število celic v eksperimentalni seriji ves čas 
postopoma zmanjševalo, koncentracija celic kontrolnih vzorcev pa se je v 72-urnem 
obdobju opazovanja rahlo povečala (slika 37 A).  
 
Po 72 urah je število celic v tretiranih vzorcih padlo na 24 % začetne vrednosti. 
Statistično značilen upad je po 48 urah (P vrednost 0,027). Opazili smo tudi padec 
koncentracije ekstrahiranega PC in CHL. Koncentracija PC je padla na 19 in CHL na 32 
% začetne koncentracije. Relativna koncentracija CHL in PC, preračunana na 
posamezno celico, se ni spremenila. V kontrolnih vzorcih se je koncentracija obeh 
pigmentov nekoliko povečala, enako kot število celic (slika 37 B).  
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Slika 37: Koncentracija celic in koncentracija ekstrahiranega PC in CHL v kontroli in tretiranih vzorcih. 
A – koncentracija celic. Vzorce smo vzeli vsakih 24 ur po tretiranju. B – relativna koncentracija 
ekstrahiranih pigmentov. Koncentracija v kontroli je bila izmerjena pred poskusom (čas 0) ter po 72 urah. 
Koncentracija v tretiranem vzorcu je bila izmerjena 72 ur po tretiranju v elektrolitski celici, opremljeni z 
BDD elektrodama. 
Figure 37: Cell concentration and content of extracted PC and CHL in control and treated samples. A - 
Cell concentration. Samples were taken every 24 h after the treatment. B – Relative concentration of 
extracted pigments. The concentration in the control sample was measured before the experiment (0h) and 
72 h after the treatment. The concentration in the treated samples was determined 72 h after 
electrochemical oxidation in the electrolytic cell equipped with BDD electrodes. 
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Fluorescenčni odziv PC in CHL lahko izrazimo tudi kot razmerje PC/CHL. V primeru 
prevlade cianobakterij v vodnem telesu je njihovo razmerje vedno okoli 1, medtem ko je 
v primeru prevlade zelenih alg razmerje < 0,01. V našem poskusu s čisto kulturo celic 
PCC 7806 se je razmerje PC/CHL povečalo na 2 takoj po elektrokemični obdelavi 
cianobakterijske kulture in trajalo do 48 ur po tretiranju (slika 38). 
  
 
 
Slika 38: Razmerje med fluorescenco PC in fluorescenco CHL. 
Figure 38: Ratio between PC and CHL fluorecence. 
 
Koncentracija prostih mikrocistinov v kontrolnem vzorcu je ostala enaka vseh 72 ur, 
medtem ko se je koncentracija celokupnih mikrocistinov povečala na račun povečanja 
števila celic. V vzorcih, ki smo jih tretirali, se je koncentracija prostih mikrocistinov 
takoj po elektrokemični obdelavi (t = 0) zmanjšala praktično na nič. V naslednjih 72 
urah se je rahlo povečala, vendar manj kot v kontrolnem vzorcu.  
 
Koncentracija prostih mikrocistinov v eksperimentalnih vzorcih se je med 72-urnim 
opazovanjem rahlo povečevala, vendar vseeno manj kot v kontrolnih vzorcih. Med 
celotnim spremljanjem koncentracija prostih toksinov v eksperimentalnih vzorcih ni 
presegla koncentracije v kontrolnih vzorcih. Koncentracija celokupnih cianotoksinov v 
eksperimentalnih vzorcih se je povečevala do 24 ur po obdelavi, po tem času pa je 
ostajala konstantna (slika 39).  
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Slika 39: Koncentracija celokupnih in sproščenih mikrocistinov. Prikazana sta povprečje in standardna 
deviacija, meritve smo naredili v triplikatih. 
Figure 39: Concentration od total and free microcystin. Average values and standard deviations are 
shown, measurements were done in triplicates. 
 
3.10 ELEKTROKEMIČNA OBDELAVA NA NARAVNEM VZORCU Z 
BLEDA 
 
Elektrokemična obdelava P. rubescens z BDD elektrodami prav tako rezultira v 
prehodnem povečanju PC in nekoliko manjšem prehodnem povečanju CHL signala. 
Vrh CHL signal doseže 24 ur po tretiranju, PC pa 48 ur po tretiranju. Po tem času oba 
signala padeta. V primeru tretiranja pri toku 600 mA signal CHL pade pod vrednost 
kontrole. Vrednosti v kontroli ostajajo praktično nespremenjene celoten čas poskusa 
(slika 40). Elektrokemično obdelavo pri P. rubescens smo izvedli enkrat. 
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Slika 40: Spremembe v fluorescenci po elektrokemični obdelavi vrste P. rubescens. Kontrolo in 
vzorec, tretiran pri toku 600 mA, smo merili 120 ur po tretiranju. A – fluorescenca PC, B – 
fluorescenca CHL. 
 
Figure 40: Changes in fluorescence signal after electrochemical treatment of P. rubescens. Control 
and treated sample (at 600 mA) were measured for 120 hours after the treatment. A– PC 
fluorescence, B – CHL fluorescence.  
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Sprememba v fluorescenci zaradi elektrokemičnega tretiranja je razvidna tudi, če jo 
predstavimo kot razmerje med fluorescenco PC in fluorescenco CHL. Razmerje 
PC/CHL se poveča pri tretiranih celicah (slika 41Slika 41). V primeru tretiranja s 600 
mA razmerje PC/CHL raste celoten čas spremljanja.  
 
 
Slika 41: Razmerje med fluorescenco PC in fluorescenco CHL po elektrokemični obdelavi. 
Figure 41: Ratio between PC and CHL fluorescence after electrochemical treatment.  
 
 
Slika 42: Spreminjanje biovolumna po elektrokemični obdelavi. 
Figure 42: Biovolume changes after electrochemical oxidation. 
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4 DISKUSIJA 
 
4.1 IZBIRA METODE ZA EKSTRAKCIJO IN IZRAČUN KONCENTRACIJE 
 
Primerjali smo tri različne protokole za ekstrakcijo PC in tri enačbe, po katerih iz 
vrednosti absorbanc pri različnih valovnih dolžinah določimo koncentracijo pigmenta. 
Najvišjo razliko v vsebnosti pigmenta smo dobili z izvajanjem ekstrakcije po metodi A 
in C. Razlika med njima je zgolj v sami sestavi pufra. Čeprav med koncentracijama PC, 
dobljenima po metodi A in B, ni statistično značilne razlike, pa ima metoda B nekaj 
prednosti (slika 14). Kombinacija sonifikacije z enim postopkom zmrzovanja in 
odmrzovanja omogoča krajši čas ekstrakcije kot pri sonifikaciji, zamrznitev vzorcev pa 
omogoča tudi shranjevanje. 
 
Največje razlike v oceni PC koncentracije so bile posledica uporabe različnih enačb. 
Razlika med najvišjo in najnižjo oceno je bila 60 % (slika 14). Z odštevanjem 
absorbance pri 750 nm od absorbance, izmerjene pri drugih valovnih dolžinah, smo 
skoraj povsem zmanjšali lažen signal, ki smo ga ocenili z izvedbo ekstrakcije na zeleni 
algi, ki ne vsebuje PC. Z uporabo prirejene enačbe po Marsac in Houmard (1983) smo 
dosegli največje zmanjšanje lažnega signala, pri čemer pa ni prišlo do statističnih razlik 
pri vrednostih PC v vzorcih s cianobakterijami. Omenjeni postopek nam omogoča 
natančnejšo meritev PC tudi pri vzorcih iz vodnih teles.  
 
4.2 MERJENJE FLUORESCENCE PC IN CHL V LABORATORIJSKIH 
KULTURAH 
 
Večina poskusov kvantifikacije fitoplanktona s senzorji fluorescence je bila narejena na 
laboratorijskih kulturah. Rezultati so pokazali, da je možno zanesljivo meriti prisotnost 
tako alg kot cianobakterij. Za kvantitativno določanje CHL se je izkazalo kot zelo 
uporabno razmerje med emisijami fluorescenc F684/F735, ki odražajo fotokemijo PSII 
in PSI (Eullaffroy in Vernet, 2003), saj oba centra prispevata k fluorescenci. Tak način 
merjenja je pri cianobakterijah manj uporaben zaradi močne fluorescence PC pri 720 
nm. Glede na to dejstvo lahko sklepamo, da je prava izbira senzorjev, kjer z vzbujanjem 
z modro svetlobo ugotavljamo prisotnost skupnega fitoplanktona in z oranžno svetlobo 
kvantitativno določamo cianobakterije. 
 
Multispektralni pristopi, s katerimi lahko določamo tudi koncentracijo cianobakterij v 
vodnem telesu, so v porastu. Kljub temu pa je v povezavi z uporabo PC senzorjev 
fluorescence še veliko nerešenih težav, ki lahko vplivajo na točnost ocene 
cianobakterijske biomase. Nekaj študij (Gregor in sod., 2007; Izydorczyk in sod., 2009; 
McQuaid in sod., 2011; Chang in sod., 2012) na primer poroča o: 
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 težavah pri natančnem določanju zaradi tehničnih težav, povezanih z in situ 
fluorimetrom (zamašitev sonde, zasičenost s svetlobo, ki vpliva na odčitke, 
kalibracijski izzivi),  
 vplivu abiotskih dejavnikov na signal senzorja (motnost, temperatura),  
 vplivu dejavnikov, ki so povezani s samimi cianobakterijami (sprememba pri 
proizvajanju PC).  
 
Poleg tega lahko napačni načini umeritve senzorjev zmanjšajo njihovo uporabnost. V 
nekaterih študijah se nastavitve proizvajalcev uporabljajo brez dodatnih umeritev 
(Bowling in sod., 2012; Song in sod., 2013), v drugih primerih se senzorje sploh ne 
umeri, temveč se namesto tega relativne enote senzorja avtomatično pretvorijo v 
koncentracijo pigmentov (Song in sod., 2013). Prav ta neenoten protokol samega 
umerjanja onemogoča medsebojno primerjavo limnoloških in drugih študij (Kasinak in 
sod., 2015). Številni avtorji navajajo dobre korelacije med signalom senzorja in 
biovolumnom, dogovor o parametru, na katerega je najbolj smiselno umeriti senzor, pa 
ni.  
 
Naše meritve različnih cianobakterijskih in algnih vrst, ki se med seboj razlikujejo po 
vsebnosti pigmentov, obliki in velikosti, so pokazale linearen odnos med PC in CHL 
fluorescenco ter biovolumnom (slika 15, slika 16). Linearen odnos je tudi v primeru PC 
in CHL fluorescence in števila celic ter koncentracije ekstrahiranih pigmentov. Če 
primerjamo naklone regresijskih premic pri različnih vrstah, so si najbližje, ko 
primerjamo signal senzorja z biovolumnom. V študiji Kong in sod (2013) so primerjali 
dve cianobakterijski vrsti, M. aeruginosa in Cylindospermopsis raciborskii. Nakloni 
lineranih regresijskih premic razmerja fluorescence in števila celic so bili odvisni od 
vrste. Če je bilo število celic pretvorjeno v biovolumen, so nakloni med različnimi 
vrstami podobni. V primeru koncentracije ekstrahiranih pigmentov so razlike v naklonih 
večje, kar bi pomenilo, da višja koncentracija CHL pri eni vrsti ne pomeni nujno višje 
jakosti fluorescence CHL pri drugi vrsti, kar se ne sklada z raziskavami, ki potrjujejo, 
da je jakost fluorescence odvisna od koncentracije pigmenta (Chang in sod., 2012; 
Izydorczyk K in sod., 2008). Razlog v razliki med nakloni je lahko tudi učinkovitost 
ekstrakcijskega postopka. Ekstrakcija PC ni standardizirana metoda, pri ekstrakciji CHL 
pa prihaja do razlik v sami učinkovitosti glede na vrsto, iz katere pigment ekstrahiramo 
(Bo in Dieter, 1982) (slika 14). 
 
Med algami in cianobakterijami se pri fluorescenci CHL kažejo določene razlike. 
Zelenim algam je mogoče zelo dobro slediti z merjenjem fluorescence CHL, ki jo 
zaznamo z vzbujanjem z modro svetlobo, medtem ko cianobakterije svetlobo te valovne 
dolžine šibkeje absorbirajo in lahko vsebnost CHL podcenimo (Gregor in sod., 2007), 
kar se kaže v nizkem naklonu regresijske premice v odnosu fluorescence CHL in 
cianobakterijskega biovolumna (slika 15). Cianobakterijski PS II za razliko od zelenih 
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alg vsebuje le 10 do 20 % celokupnega CHL (Bryant, 1986). Večji del 
cianobakterijskega CHL se nahaja v PS I, ki ne oddaja energije s fluorescenco. Meritve 
fluorescence PC so zato boljši oziroma nujen pristop za določevanje cianobakterijskega 
biovolumna.  
 
Obstaja tudi možnost uporabe kombiniranih senzorjev (FluoroProbe, bbe-Moldaenke, 
Nemčija), s katerimi je možno zaznavanje različnih fotobiontov: alge, diatomeje, 
cianobakterije. Senzor je sestavljen iz šestih diod, ki vzbujajo pri različnih valovnih 
dolžinah (450, 525, 570, 590 in 610 nm), in sedmo diodo, ki služi za odštevanje 
motnosti. Fluorescenco CHL a meri pri 685 nm (Gregor in Maršalek, 2004). Takšen 
senzor razlikuje posamezne skupine glede na fluorescenco CHL, ki je pri 
cianobakterijah povzročena posredno preko fikobilisomov. Glede na naše rezultate je 
uporaba PC senzorja za kvantifikacijo cianobakterij bolj zanesljiva, saj v primeru 
cianobakterij pri fluorescenci CHL zasledimo dušenje PS II zaradi distribucije 
vzbujevalne energije med obema fotosistemoma (PS II in PS I), in ne zaradi odvajanja 
vzbujanja (Campbell in sod., 1998). 
 
V nalogi smo se odločili za predstavitev rezultatov korelacij med fluorescenco in 
biovolumnom, ki je dala boljše rezultate kot povezava fluorescence in števila celic ali 
ekstrahiranega pigmenta CHL in PC (slika 15, slika 16). 
 
Dva seva M. aeruginosa s primerljivima biovolumnoma imata različno jakost PC 
fluorescence in posledično različne naklone regresijskih premic. Popolnoma različne 
vrste cianobakterij (A. platensis in M. aeruginosa) imajo lahko bolj primerljive naklone 
(slika 16). Razlike v izmerjenih vrednostih kažejo, da umeritev senzorjev na 
biovolumen izbrane laboratorijske kulture cianobakterij ne more služiti kot univerzalna 
umeritev, primerna tudi za vzorce iz narave. V nekaterih študijah so in situ senzorji 
kalibrirani za eno vrsto, običajno M. aeruginosa, ne glede na prevladujoče 
cianobakterije v vodnem telesu (Bastien in sod., 2011; McQuaid in sod., 2011). 
 
Gregor in sodelavci (2007) so v svoji študiji poročali o lažno pozitivnem signalu PC 
senzorja pri visoki koncentraciji alg v vodi. Signal PC je približno deset do enajstkrat 
višji pri cianobakterijah kot pri algah; in obratno, višji signal CHL je izmerjen pri algah 
pri kot cianobakterijah. Tudi Chang in sod. (2012) so zasledili motnjo CHL pri meritvah 
s PC senzorjem fluorescence. Motnjo so ocenili z merjenjem zelene alge Chodatella sp., 
ki ne vsebuje PC. Motnja CHL a se pri meritvah linearno povečuje s količino CHL. 
Korelacija med parametroma je nad 90 % (slika 17). Linearno povečanje motnje CHL 
so Chang in sod (2012) upoštevali pri kvantifikaciji cianobakterij v naravnem okolju. 
Pri meritvah z našo opremo in nastavitvami je PC signal zelenih alg predstavljal 1 % 
njihovega CHL signala, zato je pomemben kriterij pri ocenjevanju prisotnosti 
cianobakterij upoštevanje razmerja med CHL in PC signalom. Z uporabo PC in CHL 
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senzorja se lahko izognemo precenjenosti prisotnosti cianobakterij, kar je še en razlog v 
prid sočasnim meritvam s CHL in PC senzorjem fluorescence. V naši raziskavi je bil 
odziv PC v območju 1 % signala CHL zanemarjen, kadar je bilo razmerje med CHL in 
PC signalom veliko. Ker je CHL najpogostejši pigment v vodah, je pomembno, da se 
opredelijo vplivi te komponente. Ker je CHL univerzalni pigment za mnoge alge, je 
njegova koncentracija v vodi običajno veliko višja od PC. Do lažnega signala PC 
senzorja pri meritvah zelenih alg najbrž pride na račun podobne valovne dolžine emisij 
PC in CHL (660-680 nm za CHL in 640-680 nm za PC), ki nakazujejo interferenčni 
učinek med tema dvema komponentama (Chang in sod., 2012). 
 
Izvedene meritve so pokazale potrebo po istočasnih meritvah s CHL in PC senzorjem 
fluorescence, s čimer se lahko cianobakterije in zelene alge v mešanih populacijah 
natančno določajo. Kljub velikemu potencialu obstaja le nekaj študij, v katerih se 
fluorescenčni senzorji CHL in PC uporabljajo v naravnem okolju. V primerih njihove 
uporabe v nadzornih napravah za pitno vodo (Zamyadi, 2014), površinskih vodah 
(Izydorczyk, 2009), jezerih (Loisa, 2015), je bila ugotovljena visoka korelacija med 
standardnimi metodami (vsebnost CHL in biovolumen) in fluorescenco. V študiji Kong 
in sod (2013) sta bili primerjani dve cianobakterijski vrsti, M. aeruginosa in 
Cylindospermopsis raciborskii. Nagibi lineranih regresijskih premic razmerja 
fluorescence in števila celic so odvisni od vrste. Ko je bilo število celic pretvorjeno v 
biovolumen, so bili nakloni med različnimi vrstami podobni. 
 
Poleg uporabnosti senzorja z vidika dobrih korelacij, linearnih odnosov med 
standardnimi metodami kvantifikacije in fluorescence pigmentov, govori v prid sočasni 
uporabi CHL in PC senzorja fluorescence tudi dejstvo, da zaznavamo koncentracije 
cianobakterij, ki se pri cvetenju pojavljajo v naravnih razmerah in ki so nižje od 
koncentracij, za katere Mednarodna zdravstvena organizacija ocenjuje, da že 
predstavljajo verjetnost zdravstvenih težav (WHO, 2003). Zaznava že tako nizkih 
koncentracij cianobakterij omogoča pravočasna ukrepanja in opozarjanja na pojav 
cianobakterijskega cveta.  
 
4.3 MERJENJE FLUORESCENCE PC IN CHL V NARAVNIH VZORCIH 
 
4.3.1 Koseški bajer  
 
V primeru Koseškega bajerja so meritve fluorescence CHL pokazale visoke korelacije z 
biovolumnom fitoplanktona skozi celotno obdobje izvajanja meritev v letu 2014 in 2015 
(slika 18). Umeritvena krivulja iz leta 2014 je lahko služila za napovedovanje 
biovolumna fitoplanktona za vzorce iz leta 2015, za natančnejši izračun biovolumna pa 
je potrebno umeritev ponoviti vsako sezono. Ujemanja med fluorescenco CHL in 
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biovolumnom fitoplanktona so ostajala visoka kljub temu, da je v sezoni 2014, 
predvsem v drugem tednu julija, prišlo do večjih sprememb v vrstni sestavi, ko se je 
povečalo število predstavnikov Planctonema lauterbornii, filamentozna zelena alga. 
Delež P. lauterbornii je poleti dosegel 89 % celotnega biovolumna fitoplanktona, v letu 
2015 pa je vrsta dominirala v drugem tednu avgusta (slika 23). 
 
V skladu z laboratorijskimi meritvami bi se morala sprememba v vrstni sestavi odražati 
tudi v strmini regresijske premice, kar pa se ni potrdilo med spremljanjem. To je 
mogoče pojasniti s prilagoditvijo koncentracije pigmentov fitoplanktonskih organizmov 
na okoljske svetlobne pogoje, kar potrjuje tudi Gregor (2007) z meritvami na različnih 
jezerskih globinah. V našem primeru so bili vsi vzorci odvzeti iz iste lokacije in globine 
bajerja. Organizmi v plitki vodi so bili izpostavljeni istim okolijskim razmeram. Lahko 
sklepamo, da je bila zaradi primerljivih ekoloških niš in vivo fluorescenca CHL 
različnih vrst podobna in da je korelacija z biovolumni ostala visoka. To dodatno govori 
v prid meritvam fluorescence za kvantifikacijo biovolumna. Tudi rezultati meritev 
Koseškega bajerja kažejo potrebo po umeritvi senzorjev na okoljske vzorce in ne na 
čiste laboratorijske kulture. Meritve na Koseškem bajerju so potrdile, da je v primeru 
sočasnega povečanja fluorescence PC in CHL, kjer signal PC predstavlja le 1 % signala 
CHL, dejanska prisotnost cianobakterij zanemarljiva in je dobljeni signal PC senzorja le 
motnja. V vzorcih s fitoplanktonsko populacijo alg in cianobakterij bi znatno povečanje 
CHL in PC fluorescence pomenilo povečanje števila cianobakterij.  
 
4.3.2 Blejsko jezero 
 
Cianobakterijska vrsta, ki se na Bledu množično pojavlja, je P. rubescens, pojavile pa 
so se tudi že Dolichospermum flos-aque in Aphanizomenom flos-aque (Sedmak in Kosi, 
2001, 1998). Tudi druga subalpska jezera, kot so jezero Bourget (Francija), Gardsko 
jezero (Italija), Klake Bodensee (Nemčija, Švica, Avstrija), ki so turistično privlačna in 
predstavljajo pomemben vir pitne vode, se srečujejo s pojavom visokih koncentracij P. 
rubescens (Salmasso in sod., 2013, Jacquet., 2005). Ta filamentozna vrsta proizvaja 
mikrocistin-RR, glavni hepatotoksin (Grach-Pogrebinsky in sod., 2003, Briand in sod., 
2005). 
 
Blejsko jezero je jezero s karakteristikami termične stratifikacije. Voda se iz površine 
do dna premeša dvakrat letno, v pomladi in jeseni, do toplotne stratifikacije oziroma 
razslojenosti zaradi različnih gostot vode pa pride poleti in pozimi. Ta dinamika močno 
vpliva na planktonsko populacijo, v globini (metalimnij) pa obstaja še 
mikrostratifikacija, ki se lahko spreminja tudi iz minute v minuto (Coloso in sod., 
2011). Cianobakterije so med obdobjem stratifikacije jasno zaznane v metalimniju. 
Pokazali smo, da lahko s senzorji sledimo pojavu cianobakterij po vodnem stolpcu 
(slika 24). 
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S tehnološkega vidika je metoda zaznave s senzorji fluorescence zahtevala drugačen 
pristop merjenja kot na primer na Koseškem bajerju ali v Hotinji vasi, kjer gre za 
povsem drugačen tip vodnega telesa. S črpanjem vode iz različnih globin v merilno 
komoro smo naredili meritve bolj kontrolirane, vklopljeno je bilo mešalo, merjen vzorec 
pa smo lahko uporabili še za druge meritve.  
 
Večinoma se v globljih plasteh zaradi slabših svetlobnih razmer in nižjih temperatur 
nahaja le P. rubescens. Ekološke prilagoditve mu omogočajo, da preživi tudi pod 
ledom. Analize so pokazale, da gre v teh globinah praktično za monokulturo P. 
rubescens. Izolacija cianobakterijskega cveta je tako dokaj enostavna. Z meritvami pri 
različnih koncentracijah določimo umeritveno krivuljo, iz signala pa lahko sklepamo na 
biovolumen oziroma koncentracijo P. rubescens. Odnos med signalom PC in CHL 
senzorja in biovolumnom P. rubescens je bil linearen v območju vrednosti globinskih 
profilov. V širšem območju odnos ni bil linearen. Filamentozne vrste namreč, za razliko 
od enoceličnih, tvorijo goste skupke, kjer večino svetlobe absorbirajo celice na površini. 
Razlogi pa so lahko tudi drugi. Nekatere študije so namreč pri filamentoznih 
cianobakterijah pokazale linearno korelacijo med cianobakterijsko biomaso in PC 
fluorescenco (Seppälä in sod., 2007). Ko je temperature vode po globini enaka in je 
razporejenost cianobakterij bolj homogena, tega s senzorji fluorescence ne zaznamo 
zaradi prenizkih koncentracij.  
 
Sistem merjenja, ki izkorišča spektralne specifike cianobakterij, omogoča določitev 
položaja in koncentracije cianobakterij v globljih jezerih (slika 24). Eden od pogostih 
oziroma novejših pristopov zaznave cianobakterij, ki prav tako temelji na spektralnih 
lastnostih cianobakterij, je zaznavanje s pomočjo satelitov. Tak sistem je v primeru 
pojava metalimnijskega cveta neuporaben, saj lahko s to metodo zaznamo le 
cianobakterije, ki so na površini vodnega telesa. Poleg tega so algoritmi za oddaljeno 
zaznavanje cianobakterij občutljivi na dogajanje v ozračju (Kutser, 2004). 
 
4.3.3 Ribnik v Hotinji vasi  
 
Ker na Koseškem bajerju ni prišlo do povečanih koncentracij cianobakterij, smo meritve 
s senzorji fluorescence opravili še v ribniku v Hotinji vasi. Gre prav tako za malo, plitvo 
vodno telo. Pokazali smo, da lahko z merjenjem jakosti fluorescence PC sledimo 
cianobakterijski populaciji (slika 30). Odnosi med standardnimi metodami in metodo 
kvantifikacije z meritvami fluorescence so linearni, korelacije med metodami pa visoke 
(slika 27). Zaradi ekstremno visoke gostote cianobakterijskih celic je bil v vodi tudi 
sproščen CHL, ki je vplival na signal senzorjev fluorescence. Ugotovitev smo potrdili z 
meritvami ozadja (meritve filtrirane vode). Vpliv sproščenega CHL na signal senzorja 
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se kaže tudi v odnosu med fluorescenco in standardnimi metodami, ko regresijska 
premica ne poteka skozi nič (slika 27).  
 
4.4 SPREMLJANJE FIZIOLOŠKEGA STANJA CIANOBAKTERIJ ZARADI 
ELEKTROKEMIČNE OBDELAVE 
 
V prejšnjem poglavju smo pokazali, da lahko s sočasno uporabo CHL in PC senzorja 
fluorescence zaznamo in določimo koncentracijo cianobakterij in tudi ostalega 
fitoplanktona. Prav visoke korelacije med jakostjo fluorescence PC in CHL ter 
biovolumnom (Seppälä, 2007; Macário, 2015) omogočajo količinsko opredelitev 
fitoplanktona. 
 
Spremembe v avtofluorescenci CHL po izpostavitvi UV sevanju (Ding in sod., 2013; 
Sedmak in sod., 2009; Grach in sod., 2009) kažejo, da je eden prvih odgovorov 
avtotrofov na biotski in abiotski stres ravno sprememba avtofluorescence CHL. Chang 
in sod. (2012) pa so pokazali, da je fluorescenca PC treh cianobakterijskih vrst (M. 
aeruginosa PCC 7820, Anabena circinalis, Planktothricoides raciborskii) odvisna tudi 
od faze rastnega cikla. Raziskave torej kažejo, da nam meritve fluorescence pigmentov 
ne omogočajo le oceno biomase, temveč omogočajo tudi vpogled v fiziološko stanje 
cianobakterij. Fiziološkim spremembam smo želeli slediti z uporabo senzorjev 
fluorescence.  
 
Stres smo vršili z elektrokemično obdelavo z BDD elektrodami. Produkt take obdelave 
so OH in drugi radikali. Uporabili smo različne elektrooksidacijske čase, kar lahko 
obravnavamo kot različne jakosti stresa. V prvi fazi smo skozi elektrolitsko celico 
prečrpali majhne volumne celične kulture, na katerih smo definirali povzročene celične 
poškodbe, ki so kasneje (elektrokemična obdelava večji volumnov celičnih kultur) 
omogočala interpretacijo jakosti fluorescence CHL in PC. 
 
Ker se metoda elektrokemične obdelave cianobakterijske biomase kaže kot perspektivna 
metoda za nadzor nad cianobakterijsko populacijo (Meglič in sod., 2016), smo 
spremljali tudi koncentracijo zunajceličnih in znotrajceličnih toksinov po 
elektrokemični obdelavi in vpliv na regulacijo plovnosti. 
 
4.4.1 Izbira celične kulture  
 
Prvi del poskusov smo izvedli z uporabe aksenične kulture enoceličnih cianobakterij 
vrste M. aeruginosa PCC 7806. M. aeruginosa je globalno prisotna cianobakterija, ki jo 
najdemo v celinskih vodah. Pogosto se pojavlja v zelo evtrofnih vodah, kjer popolnoma 
prevlada (Yamamoto in Nakahara 2009). Enocelična kultura pomeni preprostost in 
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veliko natančnost pri določanju števila organizmov, biovolumna, fizioloških in 
metabolnih značilnosti. Poleg tega pa zaradi uporabe aksenične kulture ni prisotnih 
nobenih zunanjih vplivov na testne organizme. 
 
Za testiranje vpliva elektrokemične oksidacije na plovnost smo še dodatno uporabili M. 
aeruginosa NIES-843, ki se združujejo v skupke oziroma agregate. Metodo 
elektrokemične oksidacije smo uporabili tudi na naravnem vzorcu P. rubescens. 
Spremljali smo učinek na proliferacijo ter na fluorescenco CHL in PC kot indikatorja 
povzročenih poškodb oziroma spremembe fiziološkega stanja.  
 
 
4.4.2 Vplivi elektrokemične oksidacije na mehanizem uravnavanja 
plovnosti cianobakterij  
 
Spremljanje plovnosti po elektrokemični obdelavi smo testirali na dveh standardnih 
sevih celic M. aeruginosa. Razlog, ki opravičuje njihovo uporabo v poskusih, je razlika 
v plovnosti teh dveh sevov. Celice M. aeruginosa NIES-843 obdaja mukosni ovoj, 
tvorijo se skupki celic, agregati, s čimer je uravnavanje plovnosti boljše. Na drugi strani 
so M. aeruginosa PCC 7806 posamične celice skoraj brez zaščitnega ovoja, zato je 
plovnost oziroma sposobnost uravnavanja položaja v vodnem stolpcu majhna. Mukus 
kot tak ne prispeva k večji plovnosti celic oziroma kolonij, je pa plovnost skupkov večja 
kot posameznih celic (Reynolds, 2007). Poleg tega je dokazano, da mukus predstavlja 
obrambo proti kisiku. Pokazalo se je, da je znotraj mukusa pri nekaterih vrstah 
cianobakterij mikrookolje z nizkim redoks potencialom, kar omogoča produkcijo in 
vzdrževanje žveplovodikovih radikalov. Takšno okolje ščiti celico pred oksidativnimi 
procesi in omogoča toleranco na visoke koncentracije kisika (Reynolds, 2007, cit. po 
Sirenko, 1972). 
 
Elektrokemična obdelava seva NIES-843 povzroči disperzijo zaščitne sluznice (slika 
34). Disperzija mukosa pomeni večjo ranljivost celic za nadaljnje oksidacijske procese 
in druge zunanje dejavnike. Pomeni tudi manjši vzgon ali izgubo le tega.  
 
Zaradi slabe plovnosti seva PCC 7806 je ta učinek v tem primeru manjši, vendar še 
vedno ni zanemarljiv (slika 32) in dokazuje poškodbe plinskega mehanizma za 
uravnavanje plovnosti. Cianobakterije lahko izgubijo možnost plovnosti tudi zaradi 
učinkovanja drugih metod: neposredno z uporabo ultrazvoka (Rodriguez-Molares in 
sod., 2014) ali z UVB sevanjem (Ding in sod., 2013). Možnost, da se ta celična 
struktura obnovi, je močno odvisno od svetlobnih razmer (preglednica 4) Izguba 
plovnosti cianobakterij pomeni pristanek na dnu vodnega stolpca. Če ne pride do 
regeneracije celične strukture, so cianobakterije obsojene na neuspeh, da si znova 
poiščejo optimalno svetlobo v vodnem stolpcu.  
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4.5 ODZIV CELIC NA STRES POVZROČEN Z ELEKTROKEMIČNO 
OKSIDACIJO 
 
Izpostavljenost M. aeruginosa PCC 7806 elektrokemični oksidaciji povzroči manjšo 
celično proliferacijo, ki ji sledi celična smrt (slika 31). Stopnja poškodb je odvisna od 
števila prehodov skozi elektrolitsko celico oziroma elektrooksidacijskega časa. Že en 
prehod skozi elektrolitsko celico pod uporabljenimi pogoji ima znatno negativen učinek 
na celično proliferacijo. V primeru manjših elektrooksidacijskih časov se proces celične 
delitve nadaljuje po 48 urah gojenja, kar kaže na različne ravni poškodb celične 
populacije (slika 31, slika 35). Po elektrokemični oksidaciji smo zasledili tri tipe 
poškodb: nabrekanje celic, krčenje celic z izgubo avtofluorescence in izgubo nukleoidne 
homogenosti. V populaciji tretiranih celic lahko jasno ločimo dve skupini celic: tiste z 
ohranjeno avtofluorescenco in celice brez avtofluorescence (slika 35). Po dolgotrajnem 
učinkovanju z BDDA elektrodo (95 s) so vse celice utrpele hude poškodbe, niti po 6 
dneh gojenja nismo opazili celične proliferacije (slika 31). V primerjavi s celicami v 
kontrolni skupini, ki so bile homogene v avtofluorescenci s kompaktnimi nukleotidi, so 
bile tretirane celice poškodovane. Prva vidna reakcija tretiranih celic je bila porast 
avtofluorescence, ki je sovpadala z nabrekanjem celic in rahljanjem nukleotidnega DNA 
materiala. Bolj poškodovane celice so imele šibkejšo SYBR green fluorescenco, kar je 
indikator spremembe oziroma izgube strukture DNA (razvijanja ali celo kompletne lize 
nukleoidne cone). Takšen stres lahko povzroči ireverzibilno programirano celično smrt, 
kot je že opisano v primeru cianobakterij, ki so bile izpostavljene oksidativnemu stresu 
z uporabo H2O2 (Ding in sod., 2012).  
 
V laboratorijskih pogojih lahko pogosto opazujemo relativno hitro regeneracijo 
cianobakterijske populacije po stresni indukciji. Kakšno vlogo ima pri nenavadno visoki 
stopnji rasti raztopljeni material, še ni pojasnjeno. Številni cvetovi so sposobni 
heterotrofnega metabolizma, absorpcije in uporabe različnih organskih snovi, 
raztopljenih v vodnem okolju (Stal in Moezelaar, 1997). To pomeni možnost učinkovite 
uporabe avtohtonih produktov za višjo stopnjo proliferacije (Boyer in sod., 2006). V 
naravnem okolju takšne odzive težko pričakujemo zaradi manj bogatega okolja v 
primerjavi z rastnimi mediji, zaradi visokih velikega redčenja in prisotnosti številnih 
bakterij. 
 
Potek nastanka poškodb je povečanje volumna celic možno tudi zaradi osmotskega 
neravnovesja, ki ga spremlja porast avtofluorescence, sledi razvijanje DNA in naknadno 
krčenje celic ter izguba fluorescence (slika 35). 
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4.5.1 Doseganje postopnega upada cianobakterijske biomase z 
elektrokemično obdelavo 
 
Več predlaganih postopkov nadzora cianobakterijske populacije v samih vodnih telesih 
temelji na uporabi kemije. Uporaba takšnih postopkov rezultira v produkciji škodljivih 
stranskih produktov (Jones and Orr 1994) in/ali v kopičenju težkih kovin v ekosistemih 
(Tsuji in sod., 1997; Hullebusch in sod., 2004). V primeru posegov v vodno telo je 
pomembno, da se izognemo hitremu propadu cianobakterijskega cveta in s tem 
takojšnjemu sproščanju mikrocistinov in drugih strupenih snovi v vodno telo. Takojšen 
propad cianobakterijske biomase lahko vodi v anoksijo, kar je posledica povečane 
aktivnosti heterotrofnih bakterij, anoksija pa naprej v pomore rib in manjšo biotsko 
pestrost (Martines in sod., 2001). 
 
Prizadevanj za možnost napovedovanja pojava cianobakterijskega cveta in 
preprečevanje njegovega nastanka je veliko. Možne rešitve so preprečevanje nastajanja 
cvetov že v zgodnji stopnji proliferacije, v primeru gostih cianobakterijskih formacij pa 
povzročitev sorazmerno počasnega razpadanje na podlagi kontrolirane indukcije lize ali 
senescence (Meglič in sod., 2016). 
 
Elektrokemična obdelava kulture M. aeruginosa PCC 7806 je povzročila postopno 
zmanjševanje proliferacije, ki je bilo opazno skozi 72 urno opazovanje (slika 37). 
Postopek elektrokemične obdelave je podoben neposrednemu vnašanju H2O2 v vodno 
telo z namenom kontrole rasti cianobakterijske populacije. Aplikacija H2O2 je bila 
dokazana kot metoda z velikim potencialom, saj deluje selektivno oziroma je specifična 
za cianobakterije (Cornish in sod., 2000; Drábková in sod., 2007; Matthijs in sod., 
2012). S katalizo se H2O2 pretvori v OH, ki ima tudi sposobnost učinkovanja na 
cianotoksine, kot so mikrocistini, z indukcijo oksidativne cepitve (Antoniou in sod. 
2008). Hidroksilni radikali in tudi druge proizvedene reaktivne kisikove vrste v 
elektrolitski celici (H2O2 in •O2-) spodbujajo celično lizo z zaviranjem fotosintezne 
aktivnosti, z zmanjševanjem prenosa elektronov in razvoja kisika, kar lahko vodi v 
inaktivacijo PS II in potencialno v celično smrt (Barrington in sod., 2013; Samuilov in 
sod., 2004).  
 
Pri metodah nadzora nad cianobakterijsko populacijo ni nujna tarča samo organizem, 
tudi letalne poškodbe specifičnih organelom, ki cianobakterijam omogočajo preživetje 
in razmnoževanje, vodijo v propad populacije. Poškodbe po izpostavitvi elektrokemični 
oksidaciji vplivajo na proliferacijo celic, na plovnostni mehanizem, redčenje 
zunajceličnih sluzničnih ovojnic, krčenje celic z izgubo homogenosti nukleoida in 
izgubo avtofluorescence (slika 34, slika 35, slika 36, slika 37). 
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4.6 VPLIV ELEKTROKEMIČNE OKSIDACIJE NA JAKOST FLUORESCENCE 
CHL IN PC 
 
Na jakost fluorescence vpliva tudi fiziološko stanje cianobakterij (Sedmak in sod., 
2009; Grach in sod., 2009; Ding in sod., 2012; Ding in sod., 2013). Razmerje med 
jakostjo fluorescence CHL in PC je bilo za M. aeuriginosa PCC 7806 izmerjeno s 
senzorji Cyclops 1:1 (slika 15, slika 16). Spremembe razmerja med odzivom CHL a in 
PC odražajo učinkovitost fotosinteze in celično integriteto. V primeru celične motnje ali 
lize, ki je lahko posledica staranja ali stresnih okoliščin, se lahko PC razstavi iz 
fotosistema in se sprosti v vodo (Gantt in sod., 1979; Zilinskas in Glick, 1981; 
Wlodarczyk in sod., 2012), kjer proizvaja nižjo jakost fluorescenčnega signala. Druga 
možnost je, da opazimo spremembo ponovno emitirane energije fotonov, opaženih kot 
povečana emisija PC, kadar je prenos na reakcijski center CHL moten. To je mogoče 
opaziti tudi v primeru, ko se fikobiliproteini energetsko ločijo iz fotosistema (Zilinskas 
in Glick, 1981). Po celični lizi in izpustu PC v vodo se je fluorescenčni signal zmanjšal. 
 
PC signal se je v prvih desetih urah po elektrokemični obdelavi povečal za skoraj 2,5-
krat. Glede na linearno razmerje med PC signalom in koncentracijo celic bi se moralo 
število cianobakterij (za doseženo razliko v signalu na račun celične proliferacije) 
podvojiti v manj kot 24 urah (slika 36). Celična delitev pri večini cianobakterijskih vrst 
v optimalnih laboratorijskih pogojih poteka od 10 ur do nekaj dni (Chorus in sod. 1999). 
V naših eksperimentalnih pogojih je povprečni čas podvajanja za M. aeruginosa PCC 
7806 48 ur. Štetje celic in meritve ekstrahiranega CHL in PC po elektrokemični 
obdelavi so potrdile, da je prišlo do povečanja fluorescence na račun povzročenih 
celičnih sprememb in ne zaradi povečanja koncentracije celic (slika 37). Rahlo 
povečanje razmerja PC/CHL v kontrolnem vzorcu si razlagamo z motnjami zaradi 
rednih meritev s senzorji in posledičnega mešanja vzorca. V primeru uporabe tovrstnih 
meritev cianobakterij v vodnem telesu je primernejši pokazatelj sprememb razmerje 
PC/CHL, ker je neodvisno od biovolumna (slika 38). 
 
4.7 VZDRŽEVANJE KONCENTRACIJE MIKROCISTINOV NA 
SPREJEMLJIVIH RAVNEH 
 
Dinamika sproščanja znotrajceličnih mikrocistinov v vodno okolje je pomembna pri 
uporabi tehnik za odstranjevanje cianobakterij ali uničevanje cianobakterijskega 
cvetenja v naravnem okolju (Falconer in sod., 1989). Informacija o koncentraciji prostih 
ekstracelularnih mikrocisinov pred in po tretiranju je zato pomembna oziroma nujna. 
 
Takoj po tretiranju (t = 0) koncentracija prostih toksinov pade na nič, kar je mogoče 
pripisati njihovi degradaciji v elektrolitski celici (slika 39). V podobnem poskusu, 
86 
Rozina T. Kvantitativno in kvalitativno določanje cianobakterij v vodnem telesu z uporabo svetlobe    
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019  
  
   
 
 
vendar z dvojnim časom elektrooksidacije (95,0s), je bila učinkovitost razkroja 
mikrocistinov 30-odstotna pri 10 µM začetne koncentracije mikrocistina (Meglič in 
sod., 2016). Testi na mikrocistinu-LR z BDD elektrodami so se izkazali kot obetavna 
alternativa kloriranju v študiji, ki jo je izvedel Zhang in sod. (2009).  
 
Večina učinkov obdelave z BDD je takojšnjih. Razpolovna doba OH radikalov in 
drugih reaktivnih kisikovih spojin je manj kot sekunda (Pryon, 1986). Ozon in vodikov 
peroksid, ki sta prav tako produkta elektrolize, imata daljšo razpolovno dobo. Ozon pri 
20 °C in pH 7 je obstojen 12 min. Prav zato zmanjšanje števila celic po 24 urah in 
posledično rahlo zvišanje koncentracije prostega toksina tukaj ne moremo več pripisati 
radikalom. Povečanje koncentracije raztopljenega toksina je bilo največje prvih 24 ur po 
tretiranju (slika 39), kar korelira z obdobjem največjega stresnega odgovora celic, 
izraženega kot najvišja stopnja fluorescenčnega razmerja PC/CHL (slika 38) z 
največjim padcem števila celic (slika 37). Povečano sproščanja toksina je bilo kasneje 
počasnejše in v povezavi z nižjim številom celic in počasnejšo stopnjo rasti. Hitrost rasti 
cianobakterij po elektrokemični oksidaciji je imela za posledico dvodnevni zastoj 
celičnega deljenja (slika 31). Koncentracija prostih toksinov bi sčasoma dosegla nivo 
celokupnih toksinov, če bi vse celice bile lizirane takoj po tretiranju.  
 
Ker je bila koncentracija mikrocistina izmerjena z uporabo imunološkega testa, je 
obstajala možnost, da so se toksini razgradili le delno, da so koncentracije podcenjene in 
toksičnost ni manjša. V prejšnjih poskusih so sicer pokazali, da je biološka aktivnost 
produkta po elektrokemični obdelavi manjša (Meglič in sod., 2016). 
 
Po 72 urah od začetnega tretiranja cianobakterij v elektrolitski celici je bil zaznam viden 
upad števila celic, porasla je tudi koncentracija zunajceličnih toksinov, vendar ni 
dosegla kontrolne vrednosti (slika 39). Rezultat kaže, da lahko z indukcijo oksidativnih 
poškodb, ki vodijo do apoptoze ali drugih oblik programirane smrti celic, dosežemo 
počasno in nadzorovano sproščanje strupenih cianobakterijskih produktov, kar je bilo 
očitno iz našega eksperimenta pri izbranih pogojih delovanja elektrolitskih celic. V 
primeru naravnih vzorcev ali uporabe elektrolitske celice v naravnem okolju lahko 
pričakujemo dodatno zmanjšanje sproščenih mikrocistinov zaradi razgradnje z 
bakterijami, fotolize in adsorpcije delcev (Harada in sod., 1998; Zurawell in sod., 2005). 
 
Ko govorimo o cianobakterijah in njihovi toksičnosti, večkrat uporabimo izraz 
potencialno toksične. Tudi če imajo cianobakterije gen za toksičnost, ni nujno, da se ta 
izrazi. Izražanje gena je odvisno od številnih okolijskih in drugih dejavnikov. Tudi 
ekspresija gena ne zagotavlja sinteze toksina (Brett in sod., 2012). Tako pravzaprav 
nikoli ne vemo vnaprej, kdaj bo cianobakterija proizvajala toksine. Prav zaradi teh 
dejstev je še toliko bolj pomemben nadzor nad cianobakterijsko biomaso v smislu 
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napovedi oziroma določitve potencialne nevarnosti, prav tako pa tudi spremljanje 
koncentracije cianotoksinov.  
 
4.8 UČINEK ELEKTROKEMIČNE OKSIDACIJE NA IN VIVO 
FLUORESCENCO CIANOBAKTERIJE PLANKTOTHRIX RUBESCENS IZ 
BLEJSKEGA JEZERA 
 
Tudi tretiranje P. rubescens v elektrolitski celici, opremljeni z BDD, povzroči stres, ki 
ga lahko zaznamo kot prehodno povečanje in vivo CHL in PC fluorescenčnega signala. 
Sprememba v fluorescenci zaradi elektrokemičnega tretiranja je razvidna, če jo 
predstavimo kot razmerje med fluorescenco PC in fluorescenco CHL. Razmerje 
PC/CHL se poveča pri tretiranih celicah (slika 41). Pri kontrolnih vzorcih ne prihaja do 
proliferacije, število celic in tudi fluorescenca pigmentov ostajajo bolj ali manj enaki 
ves čas spremljanja (slika 42). Razlog je verjetno v pogojih, ki niso v zadostni meri 
simulirali njihovega naravnega okolja. 
 
Dobljeni rezultati so potrdili visoko uporabnost fluorimetrične metode kot orodja za 
spremljanje odziva cianobakterij na elektrokemično oksidacijo z elektrolitsko celico, 
opremljeno z BDD elektrodama, ki smo jo izmerili na laboratorijski kulturi M. 
aeruginosa PCC 7806 in naravnih vzorcih P. rubescens.  
 
V primeru uporabe metode elektrokemične oksidacije za nadzor cianobakterij v 
naravnih okoljih, bi bilo potrebno testirati različne nastavitve in določiti parametre glede 
na želen rezultat.  
 
4.9 ZAKLJUČEK 
 
Merjenje fluorescence je neinvazivna metoda, s katero v trenutku dobimo ključne 
informacije o zajemanju svetlobe in transportu elektronov, ki omogočajo kvantifikacijo 
cianobakterij in ostalega fitoplanaktona kot tudi spremljanje fiziološkega stanja 
cianobakterij.  
 
Realen monitoring pojavljanja in razporeditve fitoplanktona v vodnih telesih je možen 
samo z uvedbo avtomatizirane detekcije s pomočjo senzorjev, združeno s 
taksonomskimi analizami vzorcev iz narave. Čeprav so se fluorimetrične metode za in 
vivo zaznavanje in razlikovanje alg in cianobakterij že zelo zgodaj izkazale za 
učinkovite in uporabne, ni bilo večjega napredka v tej smeri in se fluorescenca uporablja 
predvsem za zaznavanje. Naši eksperimenti so pokazali, da je možno s pomočjo 
fluorescence zanesljivo in z visoko korelacijo ugotavljati prisotnost tako alg kot 
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cianobakterij. Interpretacija signala, pridobljenega s senzorji, omogoča nadgrajevanje 
tehnik tradicionalnega monitoringa. 
 
Drugi del naloge se je nanašal na zaznavanje celičnih sprememb, povzročenih z 
elektrokemično oksidacijo. Ugotovili smo, da elektrokemična obdelava pripelje do 
progresivnega kolapsa celic, ko zaradi induciranega stresa popravljalni mehanizmi celic 
niso več uspešni. Ovržena je bila domneva, da ob elektrokemični obdelavi pride do 
takojšnje sprostitve cianotoksinov. Takoj po obdelavi lizira le okoli 28 % celic, do 
propada nadaljnjih 48 % celic pa pride tekom 72 ur. 
 
S študijo smo ugotovili tudi, da bi z uporabo potopnih PC in CHL senzorjev lahko 
uspešno spremljali spremembe populacije fitoplanktona, ki jih povzroča elektrolitska 
celična aktivnost. Študije bodo osnova pri razvoju merilne plavajoče ploščadi, ki bi 
omogočala odkrivanje cianobakterij v realnem času, ob porastu cianobakterijske 
populacije pa bi z aktiviranjem elektrolitske celice zavirala njihovo proliferacijo. 
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5 SKLEPI 
 
- Odvisnost med fluorescenco PC in CHL ter standardnima metodama 
kvantifikacije fitoplanktona (določanjem biovolumna in ekstrakcijo CHL in PC) 
je linearna.  
- S senzorji fluorescence zaznavamo cianobakterije v koncentracijah, ki se 
pojavljajo v naravnih razmerah in ki so nižje od koncentracij, za katere 
Mednarodna zdravstvena organizacija ocenjuje, da že predstavljajo verjetnost 
zdravstvenih težav (WHO, 2003). 
- Senzorje je potrebno umeriti. Najbolj primerna je umeritev na biovolumen 
fitoplanktonske združbe posameznega vodnega telesa.  
- Meritve fluorescence CHL na Koseškem bajerju so pokazale visoke korelacije z 
biovolumnom fitoplanktona skozi celotno dvoletno obdobje izvajanja meritev, 
čeprav so se zgodile velike spremembe v vrstni sestavi. 
- S senzorji fluorescence PC in CHL lahko zaznamo in kvantificiramo 
metalimnijsko cvetenje cianobakterij, kar smo dokazali na primeru 
cianobakterije P. rubescens na Blejskem jezeru.   
- S senzorji fluorescence lahko poleg količine zaznamo tudi fiziološke spremembe 
cianobakterij. Ob poškodbah cianobakterij zaznamo prehodno povečanje 
fluorescence PC in manj izrazito povečanje fluorescence CHL. Signal CHL 
doseže vrh šest ur po izzvani poškodbi, signal PC pa po desetih urah. Spremeni 
se tudi razmerje med fluorescenco PC in CHL. 
- Elektrokemična oksidacija z BDD je zmanjšala proliferacijo celic, negativno 
vplivala na plovnost celic in povzročila poškodbe genetskega materiala.  
- Koncentracija zunajceličnih toksinov takoj po elektrokemični obdelavi z BDD 
pade pod mejo zaznave. V nadaljnjih 72 urah se rahlo poveča, vendar ne preseže 
vrednosti zunajceličnih toksinov v kontrolni kulturi.  
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6 PRISPEVEK K ZNANOSTI IN ZGODNJEMU MONITORINGU 
 
Na podlagi rezultatov meritev ocenjujejmo, da je kombinacija CHL in PC senzorja 
optimalna za ugotavljanje prisotnosti bakterioplanktona. Ta sistem omogoča 
kvantitativno in kvalitativno zaznavanje fitoplanktona v vodnem telesu in prispeva tako 
k znanstvenemu (razvoj metode za bolj natančno zgodnje odkrivanje cianobakterijskega 
tveganja v realnem času) kot k aplikativnemu vidiku (sistem za preventivno spremljanje 
in zgodnje opozarjanje na cianobakterijsko tveganje v okviru okolijskega monitoringa 
ter potencial za zmanjšanje škodljivih učinkov cianobakterij ob njihovem prekomernem 
razmnoževanju). 
 
Učinkovit in reden monitoring cianobakterijske populacije je mogoč samo z združitvijo 
avtomatizirane detekcije s pomočjo senzorjev ter občasne taksonomske analize vzorcev. 
Številne študije so pokazale, da je vsaj na laboratorijskih vzorcih možno s senzorji 
fluorescence zanesljivo ugotavljati prisotnost in koncentracijo tako alg kot 
cianobakterij. Kljub temu pa večjega napredka v smeri avtomatizacije monitoringa s 
pomočjo in vivo fluorimetričnih metod ni bilo. Razlogi so predvsem v nedorečenih 
protokolih umerjanja senzorjev in številnih okolijskih dejavnikih, ki vplivajo na signal 
senzorjev fluorescence, kot so motnost, temperatura, prisotnost kolonij.  
 
Tekom našega dela smo uporabljali CHL in PC senzor fluorescence. S poskusi v 
laboratoriju in na treh vodnih telesih smo določili povezanost signalov senzorjev 
fluorescence z biovolumnom, številom celic in ekstrahiranimi pigmenti, občutljivost ter 
motnje signala. 
 
Med standardiziranimi metodami spremljanja fitoplanktonske populacije in metodami 
meritve fluorescence smo izmerili visoko korelacijo tako v laboratorijskih kot naravnih 
okoljih, kljub spreminjanju vrstne sestave. 
 
Pokazali smo, da lahko s senzorji zaznamo še zelo nizke koncentracije cianobakterijskih 
celic. Takšen sistem meritev torej omogoča pravočasno določitev nevarnosti in 
morebitna ukrepanja, kar je pomembno za upravljanje z vodami. Nove metode pa 
pomenijo tudi razbremenitev terenskega in laboratorijskega dela.  
 
Opredelili smo tudi napake senzorjev. V primeru vodnih teles z visoko koncentracijo 
zelenih alg je fikocianinski senzor dajal lažen pozitiven signal v velikosti 1 % signala 
klorofilnega senzorja. Po drugi strani pa pride do podcenitve koncentracij cianobakterij 
ob uporabi le klorofilnega senzorja. Ker so cianobakterije in zelene alge prisotne v istih 
okoljih je upoštevanje te napake pri meritvah bistvenega pomena. S sočasno uporabo 
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klorofilnega in fikocianinskega senzorja se lahko izognemo tako podcenitvi kot 
precenitvi številčnosti cianobakterijske populacije.  
 
Izboljšanje interpretacije signala senzorjev fluorescence in poznavanje njihovih napak 
omogoča nadaljnje nadgrajevanje merilnega sistema z dodatnimi senzorji, s katerimi bi 
poleg zelenih alg in cianobakterij ločevali še druge fitoplanktonske skupine. Redna 
spremljanja s senzorji bodo dala detajlen vpogled v časovno-prostorsko spreminjanje 
gostote oziroma fotoavtotrofnega planktona v vodnih telesih. S tem bomo prispevali k 
boljšemu poznavanju biologije organizmov, ki so sposobni cvetenja in dobili podatke za 
razvoj zanesljivega modela napovedovanja toksičnih cvetenj cianobakterij. 
 
Z elektrooksidacijo, ki smo jo vršili z z borom dopiranimi diamantnimi elektrodami, 
smo pokazali, da lahko s senzorji fluorescence zaznamo tudi spremembe v fiziološkem 
stanju cianobakterij. Ob stresu pride do prehodnega povečanja fluorescence fikocianina 
ter manj izrazitega povečanja fluorescence klorofila 10 oziroma 6 ur po izzvani 
poškodbi. Ker se ob tem spremeni tudi razmerje med fluorescenco klorofila in 
fikocianina tovrstne spremembe ne pomenijo motnje pri kvantifikaciji temveč dajejo 
vpogled v fiziologijo cianobakterij, pomenijo zaznavo stresnih okoliščin, ki jih lahko 
povzročijo številni biotski in abiotski dejavniki.  
 
S kombinacijo klorofilnega in fikocianinskega senzorja fluorescence, pritrjenega na 
mobilni avtonomni ploščadi, lahko zaznamo in sledimo cianobakterijam v vodnem 
telesu v realnem času. Zaznava že zelo nizkih koncentracij pomeni možnost zgodnjega 
ukrapanja in opozarjanja.  Z zgodnjim nadzorom nad cianobakterijsko populacijo ne 
povzročimo prevelikega nenadnega propada in s tem sproščanja velikih količin 
cianotoksinov v vodno okolje.   
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
 
7.1 POVZETEK 
 
Večje koncentracije cianobakterij v vodnem telesu pomenijo spremembe fizikalnih in 
kemičnih lastnosti vodnega okolja, imajo velik vpliv na okolje in na organizme, živeče 
v vodi in ob njej. Cianotoksini in druge biološko aktivne snovi se ob razpadu cveta 
sprostijo v vodno telo, kar predstavlja grožnjo živim bitjem in biodiverziteti. Poleg 
naštetega so lahko razlog anoksij, poginov rib, pojav pa ima tudi negativne socialne in 
ekonomske učinke. Zaradi posledic, ki jih cvetenje prinaša, je nujno spremljanja stanja 
vodnih teles, da bi pravočasno zaznali tveganje in ukrepali. Tveganje za zdravje ljudi 
zaradi cianobakterij je potrjeno, navedeno je tudi v direktivi EU (Directive …, 2006), ki 
se nanaša na kvaliteto kopalnih vod. Direktiva zato narekuje izvajanje monitoringa, ki 
omogoča pravočasno določitev tveganja. Standardne metode, ki so del naše zakonodaje, 
ne dajejo rezultatov v realnem času, monitoring jezer se izvaja le štirikrat letno. Ker je 
spreminjanje fitoplanktonske populacije dinamičen proces, so potrebne metode, ki 
dajejo informacije v realnem času in pomenijo nadgradnjo obstoječega sistema izvajanja 
monitoringa.  
 
Cianobakterije so edini celinski vodni organizmi, ki poleg CHL vsebujejo še pomožni 
fotosintezni pigment PC, ki tako kot CHL fluorescira, vendar pri drugi valovni dolžini. 
Zato lahko njihovo prisotnost v vodnem telesu ugotavljamo z merjenjem fluorescence 
obeh pigmentov. V našem delu smo pokazali, da lahko z uporabo CHL in PC senzorja 
fluorescence določimo koncentracijo alg in cianobakterij v vodnem telesu, ob poznanem 
biovolumnu pa lahko spremljamo tudi fiziološko stanje cianobakterij. Za namen 
kvantifikacije smo senzorje najprej uporabili na laboratorijskih kulturah alg in 
cianobakterij, meritve smo nadaljevali na vzorcih Koseškega bajerja, Blejskega jezera in 
ribnika v Hotinji vasi.  
 
Fiziološke spremembe smo inducirali z elektrokemično oksidacijo, uporabili smo BDD 
elektrode. Definirali smo povzročene celične spremembe in kako se odražajo na 
fluorescenci CHL in PC. Ugotovili smo, da je razmerje med fluorescenco PC in CHL ter 
standardnima metodama kvantifikacije fitoplanktona (določanjem biovolumna in 
ekstrakcijo CHL in PC) linearno. Korelacijski koeficienti med standardnimi metodami 
in fluorescenco PC in CHL so bili zelo visoki. Meritve fluorescence CHL na Koseškem 
bajerju so pokazale visoke korelacije z biovolumnom fitoplanktona skozi celotno 
dvoletno obdobje izvajanja meritev, čeprav so se zgodile velike spremembe v vrstni 
sestavi. S senzorji fluorescence PC in CHL lahko zaznamo in kvantificiramo 
metalimnijsko cvetenje cianobakterij, kar smo dokazali na primeru cianobakterije P. 
rubescens na Blejskem jezeru. Poleg kvantifikacije zaznamo tudi fiziološke spremembe 
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cianobakterij. Ob poškodbah cianobakterij tako zaznamo prehodno povečanje 
fluorescence PC in manj izrazito povečanje fluorescence CHL. Signal CHL doseže vrh 
šest ur po izzvani poškodbi, signal PC pa po desetih urah. Spremeni se tudi razmerje 
med fluorescenco PC in CHL. Kombiniran sistem merjenja oziroma sočasna uporaba 
CHL in PC senzorja fluorescence torej pomeni razločevanje cianobakterij od ostalega 
fitoplanktona v realnem času. Takšne meritve bi pomagale izdelati sistem za zgodnje 
opozarjanja na pojav cvetenja. Ob izvajanju kontrole nad cianobakterijsko populacijo bi 
ob znanem biovlumnu lahko sledili tudi postopnemu razpadu cveta.  
 
7.2 SUMMARY 
 
Large cyanobacteria concentrations in a water body alter the physical and chemical 
characteristics of the aquatic environment, and have a great impact on the environment 
as well as organisms, living in or by the water. With the decay of cyanobacterial bloom, 
cyanotoxins and other biologically active substances are released into water bodies, 
which poses a threat for living organisms and has an impact on biodiversity. In addition, 
they can cause anoxia and mass killing of fishes, while also having negative social and 
economic effects. The consequences of blooming call for the monitoring of bodies of 
water, in order to detect the danger and act in due time. The risk that cyanobacteria pose 
to human health is indisputable; it is also mentioned in an EU directive regarding the 
quality of bathing water. The directive therefore dictates monitoring that will enable the 
experts to determine the risk on time. Standard methods that are part of our legislation, 
do not give results in real time, and monitoring is carried out no more than four times 
per year. Because altering the phytoplankton population is a dynamical process, we 
need methods which provide information in real time, and will thus constitute the 
upgrade to the current monitoring system. Cyanobacteria are the only fresh water 
organisms that in addition to CHL also contain secondary photosynthetic pigment PC, 
which, like CHL, exhibits fluorescence, albeit at a different wavelength. Therefore, their 
presence in a water body may be determined by measuring the fluorescence of both 
pigments. We have shown that CHL- and PC fluorescence sensors can be used to 
determine algae and cyanobacteria concentrations in water bodies; and with the known 
biomass, we are able to monitor the physiological state of cyanobacteria. For the 
purpose of quantification, our sensors were first used on laboratory algae and 
cyanobacteria cultures, and then continued our measurements on samples from the 
Koseze Pond, Lake Bled and the Hotinja vas Pond. Physiological changes were induced 
by means of an electrochemical oxidation, where we used the BDD electrodes. We 
further defined the consequent cellular changes and how these influence the CHL- and 
PC fluorescence. It was discovered that the relationship between the PC and CHL 
fluorescence, and standard methods of phytoplankton quantification (determining the 
biovolume and CHL extraction), is linear. The correlation coefficients between standard 
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methods and PC and CHL fluorescence were very high. Measurements of CHL 
fluorescence at the Koseze Pond showed high correlations with the phytoplankton 
biovolume throughout the entire two-year measurement period, even though the species 
composition was significantly altered. PC- and CHL fluorescence sensors can detect and 
quantify the cyanobacterial blooms in the metalimnion layer, which was shown on the 
example of the cyanobacteria P. rubescens in Lake Bled. In addition to quantification, 
physiological changes in cyanobacteria can be detected. Thus, transitionally increased 
PC- and, less pronounced, CHL fluorescence is detected after the damage of 
cyanobacteria. The CHL signal reaches its peak value six hours after the induced 
damage, and the PC signal after ten hours. Furthermore, the change in the ratio between 
PC- and CHL fluorescence is observed. The combined measurement system with the 
simultaneous use of PC- and CHL fluorescence sensors, allows for making distinctions 
between cyanobacteria and other forms of phytoplankton in real time. Such 
measurements may help in producing a system for early detections of blooming and can 
also be used to trace the gradual bloom breakdowns.  
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